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Cette étude reflète uniquement  l'opinion des  auteurs responsables;  elle ne 
peut  être considérée  comme  reflétant nécessairement  les conceptions de la 
Commission  des Communautés  Européennes.  Elle ne préjuge  en rien de l'atti-
tude ni  des  décisions que  la Commission  pourrait  ~tre amenée  à  prendre dans 
ce  domaine. AVANT-PROPOS 
Le  présent  rapport  constitue la deuxième  partiJl)de  1 'étude  int:i.tulée 
"Recherche sur les additifs pouvant  être utilisés comme  révélateurs pour la 
matière  grasse  butyrique~ 
Si le premier volet  de  cette étude  concerne  principalement  le  "marquage"  des 
beurres par des  révélateurs connus  et  souvent utilisés, particulièrement au 
sein de  la C.E.E.,  dans  la deuxième  partie,  le  problème  posé par la recherche 
de  traceurs efficaces pour la matière  grasse butyrique est considéré dans  son 
ensemble  et  l'accent est mis sur la recherche  de  révélateurs potentiels nou-
veaux.  L'étude  repose  sur une  littérature abondante  et s'appuie sur de  multi-
ples tests et essais préliminaires dont  les résultats confirment  ou  infirment 
la justesse du choix de  nombreuses  substances  comme  révélateurs éventuels  de 
la matière grasse butyrique. 
Nos  remerciements s'adressent  à Monsieur le Directeur Général F.  LIEVENS  de 
l'Administration de  la Recherche  Agronomique,  qui a  bien voulu nous  autoriser 
à  poursuivre cette étude  dans  le cadre  des  activités de  la Personnalité Juri-
dique  de  la Station Laitière de  l'Etat de  Gembloux. 
Le  Président  de  la P.J. 
Gembloux,  le 18  septembre  1972.  P.  JAMOTTE. 
(1)  La  prem1.ere  partie de  cette étude est parue dans la Série "Infonnations in-
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On  trouvera à  la fin du  volume  une  table de  matières détaillée. -· 1-
INTRODUCTION 
Cette étude  a  pour objet  l'examen des possibilités d'ajouter un  ou plusieurs traceurs 
dans  des lots déterminés  de  graisse de beurre,  afin de  les "marquer"  pour pouvoir en 
contr8ler facilement  la destination. 
La  graisse butyrique  "marquée"  doit pouvoir être utilisable sans restriction pour 
l'alimentation humaine;  cette exigence  implique  que  le traceur soit une  substance as-
similable,  non toxique,  n'affectant ni la nature,  ni les propriétés de  celle-ci. 
Les  traceurs les plus efficaces et qui,  à  ce titre,  ont  reçu le plus d'attention, 
sont  des  substances qui  "marquent"  principalement la matière grasse. 
Si,  dans  certains cas,  comme  celui du  beurre, il existe des  traceurs  du non-gras,  ceux-
ci ne  possèdent  jamais toutes les propriétés requises  pour permettre un  "marquage" 
efficace.  En  effet,  la séparation de  la phase grasse et de  la phase  non  grasse  des 
produits à  base  de  graisse butyrique,  peut être réalisée  industriellement  à  peu  de 
frais.  La  phase  grasse est alors de la graisse butyrique purifiée,  non  "marquée"; 
elle possède  l'essentiel, voire la totalité de  la valeur économique  du produit  de  dé-
part.  La  phase  non grasse qui  consiste généralement  en eau,  protéines,  sucres  ou pro-
duits divers est au contraire "marquée"  par le traceur,  mais elle ne  possède  plus gé-
néralement  qu'un intérêt économique  dérisoire,  sinon nul. 
Dans  le texte  de  ce  rapport,  sauf indication précisée,  on  entendra par traceur du 
beurre,  une  substance  "marquant" préférentiellement la matière grasse butyrique au 
non-gras. 
Le  "marquage"  du beurre a  été appliqué  par la C.E.E.  dans  les dernières années,  lors-
que  la production communautaire  de  graisse butyrique  a  laissé apparaître  des  excédents 
notoires.  Le  "marquage"  est  donc  effectué sur des  beurres  ou  sur des  "butter oils" 
qui,  en période  de  production excédentaire,  ne  peuvent  plus être écoulés  à  prix normal. 
La graisse butyrique  vendue  à  prix réduit est destinée  à  être utilisée dans  des  domai-
nes  où  elle subit  la concurrence d'autres graisses alimentaires;  il ne  doit  pas  être 
possible  de  la détourner de  sa destination nouvelle  pour la faire rentrer dans  le com-
merce  normal  du beurre,  ce qui  consacrerait l'échec de  l'opération de  "marquage". 
La matière grasse butyrique  "marquée"  conservant  intégralement la composition et les 
propriétés de  la matière  grasse butyrique pure,  le "marquage"  s'effectue par l'addi-
tion à  cette dernière,  de  quantités aussi faibles  que  possible d'une  ou de  plusieurs 
substances,  non  toxiques,  non économiquement  éliminables,  facilement  déterminables et 
d'un prix de  revient  acceptable.  Ces  substances,  appelées  révélateurs  ou  traceurs, 
permettront d'identifier simplement  une  graisse butyrique  "marquée"  par rapport  à  une 
graisse butyrique normale. -2-
Nous  admettrons qu'un traceur analytique  réellement  efficace,  doit permettre la mise 
en évidence  de  r:f/o  de  graisse butyrique  "marquée"  mélangée  dans  une  graisse butyrique 
normale  et nous  tenons  pour souhaitable qu'il autorise la détection de  2%  de  graisse 
butyrique  "marquée"  mélangée  dans  une  graisse butyrique normale. 
Dans  cette étude,  nous  procéderons en premier lieu à  un  examen  cri  tique  des  substances 
ayant  déjà été utilisées comme  traceurs pour le beurre  ou d'autres graisses alimertaires, 
Ensuite,  nous  tenterons  de  faire  un tour d'horizon des  possibilités actuelles  en ma-
tière de  choix de  traceurs pour la graisse butyrique.  Les  substances apparaissant  les 
plus aptés à  être utilisées comme  traceurs feront  l'objet d'essais et  de  tests dont 
la description et les résultats sont  rapportés. 
Enfin,  une  synthèse  des  recherches et  de  leurs résultats sera présentée.  Nous  en dé-
duirons  des  perspectives  immédiates  et futures  en matière  de  choix da  traceurs de  la 
matière  grasse butyrique et nous  en tirerons les conclusions qui  s'imposent. 
Remarque 
Il est évident  que  les problèmes  posés par le  "marquage"  des  beurres  à  l'aide de  tra-
ceurs sont très vastes et très complexes  et que  les  données  disponibles  sont  en évo-
lution continuelle.  Cette évolution est liée en particulier,  aux progrès enregistrés 
par l'industrie des  corps gras  dans  le domaine  de  la synthèse et  du  raffinage,  à  la 
mise  au point  de  nouveaux additifs,  aux progrès  des  connaissances  et  de  l'expérimen-
tation biologiques et,  en général,  à  l'évolution de  multiples  domaines  scientifiques. 
L'inventaire de  toutes les substances naturelles  ou  synthétiques,  présentant certai-
nes qualités d'un bon traceur de  la graisse butyrique,  ne  saurait être complet. 
Beaucoup  de  composés,  dont  la théorie prévoit qu'ils peuvent  être facilement  éliminés 
des  corps  gras  dans  l'industrie, n'ont pas été repris  dans  cette étude,  même  si sou-
vent,  des  essais furent  réalisés à  titre de  confirmation empirique. 
Avant  toute autre  chose,  ce  rapport nullement  exhaustif,  reflète  donc  une  situation 
actuelle,  non  figée.  Si  des  perspectives,  d'ailleurs fort  lâches,  sont  suggérées  en 
ce qui  concerne  un proche  avenir,  seules une  analyse détaillée de  la situation consta-
tée au moment  opportun,  de  concert  avec  une  indispensable expérimentation  préliminair~ 
pourront  éventuellement établir leur justesse. 
Le  Chef  de  Travaux, 
A.  GUYOT -3-
LE  ":MARQUAGE"  DE  LA  MATIERE  GRASSE  BUTYRIQUE  A  L' AIDE  DE  TRACEURS 
La recherche de  traceurs efficaces de  la matière grasse butyrique soulève  de  nombreux 
problèmes. 
Ces  problèmes  sont  de  nature biologique,  économique  et analytique. 
Le  problème biologique est primordial,  et c'est bien naturel,  car il serait vain 
d'établir qu'une  substance pourrait constituer un traceur extrêmement  efficace sur le 
plan analytique,  si son innocuité biologique n'était pas  démontrée  ou  communément 
admise. 
Le  problème  économique  doit être considéré en deuxième  lieu,  car si un traceur biolo-
giquement  acceptable ne peut être obtenu qu'à des prix rendant le "marquage"  non éco-
nomique,  ou si l'industrie n'est pas  disposée  à  en assurer une  production suffisante, 
son utilisation sera nécessairement rejetée. 
Toutefois
1le problème  économique  est extrêmement  complexe;  en effetJ le prix de  revien 
est lié  nan seulement  à  la complexité  de  la fabrication mais encore,  pour une  bonne 
part, au volume  de  la demande,  ce dernier facteur devant 3tre extrêmement  variable. 
Le  problème analytique est celui dont  apparemment  l'étude est la plus simple.  Cepen-
dant, des questions économiques  lui sont  indissolublement liées. 
L'analyse ne  peut être trop compliquée,  trop lente ou trop conteuse.  A cet égard,  un 
bon traceur doit être non  seulement facilement  et  rapidement  décelable,  mais il ne 
peut être extrait des  corps gras par des techniques  économiquesJsans altération com-
promettant la valeur alimentaire et la valeur marchande  de  ceux-ci.  Analytiquement, 
cette dernière condition est apparue  comme  la plus malaisée  à  obtenir pour la plu-
plart des traceurs dont  l'utilisation a  été permise  jusqu'à présent.  Cependant,  si 
on  envisage le choix de  nouveaux traceurs, il est évident qu'il faut  s'enquérir en 
premier lieu de  leur innocuité et de  leur disponibilité commerciale  à  un prix rendant 
le "marquage"  économiquement  possible. 
Tout  compte  fait,  le traceur peut être considéré  comme  un additif,et pour que  le 
choix comme  traceur d'une  substance éventuelle ne  suscite pas de  réticences au sujet 
de  son innocuité biologique, il sera nécessairement  effectué,soit au sein de  produits 
alimentaires naturels,soit parmi  les additifs autorisés par les législations sur les 
denrées alimentaires. 
Il est entendu qu'un produit existant  dans  un  aliment naturel peut  être produit par 
synthèse,  mais  on  prendra également  garde  de  généraliser l'assertion erronée  suivant 
laquelle un  produit naturel n'est pas  dangereux biologiquement et  inversément  qu'un 
produit  synthétique est nécessairement nocif. 
Les nécessités requises biologiquement et économiquement  sont  des  axiomes  qu'on ne 
peut  ignorer.  Elles limitent naturellement  le choix des traceurs possibles à  un champ 
fort  restreint. A l'intérieur de  celui-ci,  ce  sont des  considérations analytiques  qui 
guideront  ce choix. -4-
Comme  il a  été dit plus haut,  le problème  analytique est peut 3tre moins  le choix 
d'une substance facilement  décelable que  le choix d'une substance non  économiquement 
éliminable des  corps gras. 
Une  des qualités essentielles d'un bon traceur est d'3tre  liposolubl~ ce qui va gé-
néralement  de  pai~ avec un  caractère hydrophobe. 
En effet, plus le traceur choisi sera soluble dans  les graisses, mieux  ~era-t-il ré-
parti dans celles-ci1et plus difficilement pourra-t-il 3tre extrait en milieu aqueux. 
L'eau constitue en effet le solvant  industriel le moins  cher et le plus universelle-
ment  employé. Il est évident qu'aucune  substance soluble dans  l'eau ne  constituera 
jamais un bon traceur d'une matière grasse.  L'eau voit son pouvoir de  dissociation 
augmenter vis à vis de  certaines substances si on  l'acidifie ou si an  l'a~calinise. 
Aussi,  parvient-on à  éliminer des  corps gras par simple  lavage avec  des solutions 
acides ou basiques diluées 1de  nombreux  composés  ayant  tendance  à  former des électro-
lytes. C'est ainsi que  le sésamol et la vanilline peuvent  3tre extraits des beurres 
par lavages en milieu alcalin et l'éthoxyquine par lavages en milieu acide. 
De  manière  générale, ni les composés  acides,  ni les composés  basiques ne  constitue-
ront donc  d'excellents traceurs. 
De  toutes ces considérations, il résulte que  le choix de  traceurs convenablesva se 
limiter à  des substances plus  ou moins  neutres,  liposolubles, et afin d'éviter toute 
réticence d'ordre biologique,  ces substances devront 3tre présentes dans  certains 
produits alimentaires usuels,  généralement  des  corps grasJoù elles seront incorpo-
rées naturellement,  voire artificiellement à  des taux compatibles avec la législation 
sur les additifs. 
Parmi  les traceurs possibles,  nous  distinguerons donc  deux  grands groupes,  les tra-
ceurs "lipidiques" qui seront  des  éléments des  corps gras naturels et les traceurs 
non  lipidiques,  composés  non  gras obtenus généralement par synthèse,  solubles dans 
ceux-ci et dont  l'utilisation est ou  pourrait être admise  par les législations sur 
les denrées alimentaires. 
Cependant,  avant d'établir cette distinction entre les substances qui pourraient 
3tre envisagées  comme  traceurs possibles,  sur la base de  leur origine lipidique ou 
non  lipidique, il est nécessaire de  signaler qu'une série de  substances d'origines 
diverses ont  déjà été et parfois sont toujours utilisées  pour~arquernsoit la graisse 
de  beurre,  soit certains corps gras alimentaires. 
Tels sont les révélateurs des margarines,  les traceurs de  la matière grasse butyrique 
à  base de  composés  phénoliques ou aromatiques,  de  stérols,  d'antioxydants et de  pig-
ments utilisés sporadiquement,  et certains produits naturels dont  on  escomptait, 
bien que  n'étant pas de  véritables traceurs,  un  certain effet de  "marquage"• -5-
1.  Les  substances utilisées comme  traceurs  ===========================:=========== 
1.1.  Les  révélateurs des margarines 
La margarine n'était au départ  qu'une  copie plus  ou moins  conforme  du 
beurre. 
Actuellement  encore,  ses fabricants font  de  grands efforts pour obtenir un 
produit qui  imite le plus parfaitement  l'aspect et les qualités organolep-
tiques de  celui-ci, afin de  mieux le concurrencer. 
Les margarines  sont actuellement  le plus souvent  préparées  à  partir de 
graisses végétales et d'huiles marines hydrogénées.  Elles sont beaucoup 
moins  chères que  le beurre,  et en conséquence,  de  tout temps1 on  a  tenté de 
les utiliser comme  moyen  de  falsification.  Aussi,  toutes les législations 
des  pays  occidentaux ont-elles prévu l'addition de  révélateurs aux marga-
rines,  afin de  pouvoir déceler facilement  leur présence  dans un beurre. 
Ces  révélateurs sont  de  deux types,  les amidons  et l'huile de  sésame. 
Les  amidons  de  céréales et la fécule  de  pomme  de  terre sont toujours pré-
conisés  comme  révélateurs des margarines  dans  divers pays  de  la C.E.E.  à 
des  doses variant  de  2  à~  •• 
Ces  composés  sont décelés facilement  à  des taux environ cent fois moindres, 
ce  qui  permet  la mise  en évidence  de  1%  de  margarine  contenant  ~.d'amidon 
de  riz dans  un beurre normal. 
La séparation des grains d'amidon est effectuée après extraction des grais-
ses dans  un solvant  organique,  précipitation du  résidu de  caséine en mi-
lieu acide et centrifugation.  Afin d'éviter l'hydrolyse des grains,  le 
chauffage doit être modéré.  La  détermination des  grains  d'amidon se fait 
par voie microscopique  ou  après formation d'empois  par coloration en sglu-
tion iodée,  voire~rèssaccharification en milieu acide fort,  par le dosage 
des  sucres formés. 
a) Avantages 
La  fécule  et les amidons  présentent dea avantages certains comme  traceurs, 
tant du  point  de  vue  analytique  que  du  point  de  vue  économique. 
Premièrement,  les méthodes  analytiques sont au point et couramment  utili-
sées dans  de  nombreux  laboratoires,  et elles n'exigent qu'un matériel rela-
tivement  simple.  La  sensibilité permise  par ces méthodes  est très grande1 
mais  la méthode  peut paraître longue et demande  beaucoup  de  soins. 
Le  prix de  la dénaturation est  dé~isoire. -6-
b) Inconvénients 
1.  Les  fécules et les amidons  ne  sont  pas  lipophiles.  Leur utilisation  a 
été prévue  comme  traceurs d'une graisse préparée  contenant  82,1o  de  matiè-
re grasse et  1~ de  non-gras et non  comme  traceurs d'un corps gras pur. 
Il est relativement facile  de  les séparer de  la matière  grasse;  c'est 
d'ailleurs grâce  à  cette séparation facile  que  la sensibilité de  la mé-
thode  de  mise  en évidence est si grande. 
En  fait,  les amidons  et les fécules ne  peuvent  être de  véritables tra-
ceurs de  la matière grasse puisqu'ils n'y sont  pas  solubles. 
2. Il existe plusieurs types  d'amidon ou  de  fécule  industrielle,  qui  sont 
plus  ou moins  dispersables  dans  la phase  grasse. 
3.  Les  amidons  et la fécule  sont  particulièrement fermentescibles et peu-
vent favoriser une  altération rapide  des qualités organoleptiques  de  la 
graisse. 
L'inconvénient majeur est  sans  aucun  doute la possibilité d'éliminer le 
traceur par lavage  à  l'eau. 
Si le produit  anhydre  peut être  incorporé  ~~s la phase  grasse et n'est 
pas  facilement  extrait directement  par un  simple  lavage  à  l'eau tiède, 
il est toujours possible  de  l'hydrolyser à  chaud par contact  prolongé 
avec  l'eau et de  l'éliminer par des  lavages  systématiques. 
L'huile  de  sésame  a  été préconisée  comme  révélateur des margarines  en rai-
son de  la sensibilité de  détection que  permettent  les tests de  Villavecchia 
et  de  Baudoin. 
Ceux-ci  sont basés sur la réaction avec  le furfurol  du  sésamol,  composé 
phénolique  typique  de  l'huile de  sésame. 
En milieu acide acide,  cette réaction donne  lieu à  une  coloration rouge 
intense. 
L'huile  de  sésame  a  été  et est  encore utilisée dans  plusieurs pays  comme 
révélateur des margarines  à  des  doses  de  2,5  à  5,%  dans celles-ci. Elle a 
été utilisée en Belgique  au taux de  3%,comme  traceur des beurres fondus. 
a)  Avantages 
Ceux-ci découlent  essentiellement de  la sensibilité analytique et de  la 
simplicité de  la méthode  de  mise  en évidence. 
b) Inconvénients 
1.  Les huiles de  sésame  peuvent  réagir avec  des sensibilités très varia-
bles au test de  Villavecchia,  car elles contiennent,  naturellement  ou -7-
après raffinage des quantités très différentes de  produits réactionnels 
2.  L'huile de  sésame  contient  du  sésamol  (méthylène  3  - 4  dioxy phénol) 
donnant  directement  la réaction de  Villavecchia et  de  la sésamoline 
~(3 - 4  méthylène  dioxyphénoxy)  6  (3  - 4  méthylène  dioxyphényl)  cis 
3  - 1  dioxa bicyclo 3  - 3-0  octan~ qui  ne  donne  la réaction qu'après 
hydrolyse préalable. 
Le  raffinage peut  éliminer entièrement  le sésamol  libre,  mais  ne  permet 
pas  l'élimination complète  de  la sésamoline. 
3.  La  coloration rose  en elle-même n'est  pas  absolument  caractéristique) 
surtout si le beurre contient  des  pigments 
4.  L'huile de  sésame  est plus  chère  que  la plupart  des graisses végétales 
entrant  dans  la composition des margarines,  mais beaucoup moins  chère 
que  la graisse butyrique. 
En  conséquence, s'il y  a  peu de risques  que  la dose  préconisée  légale-
ment  comme  révélateur des  margarines soit dépassée,  il en est tout au-
trement  pour le  "marquage"  des beurres,  où  toute addition supplémentai-
re d'huile  de  sésame  est susceptible d'apporter un bénéfice. 
Cette observation n'a pas manqué  d'échapper aux "fondeurs"  de  beurre et 
on  a  constaté  que  les ~  d'huile  de  sésame  préconisés pour le"marquage" 
du beurre  fondu  dans  certains pays 1étaient  constamment  dépassés;  un 
contr8le exact  de  la quantité d'huile  de  sésame  ajoutée  au beurre s'est 
avéré très difficile, voire  impossible. 
Les  réactivités différentes au test  de  Villavecchia des huiles  de  sésa-
me,  les possibilités de  modifier cette réactivité par le chauffage,  de 
même  que  la spécificité du test qui n'est pas absolueet qui peut  être 
source  d'ambiguïté  aux faibles  concentrations  sont  à  l'origine d'une 
'  diminution progressive  de  l'utilisation de  l'huile de  sésame  comme  révé-
lateur des margarines.  D'autre part1le développement  des méthodes  ana-
lytiques utilisées,particulièrement pour la détermination des acides 
gras et  des  stérolsJrend moins  nécessaire l'addition de  révélateur aux 
margarines. 
Quant  à  l'utilisation de  l'huile de  sésame  comme  traceur des  "butter 
oils"1 c'est avant tout,  parce  que  son prix en favorisait une  addition 
excessive et non contr8lable qu'elle a  été  rapidement  rejetée. 
1.2.  Les  traceurs utilisés pour la matière grasse butyrique 
Ces  traceurs ont fait l'objet de  divers  règlements élaborés par la Commis-
sion des  Communautés  Européennes  en  1969  et 1970. 
Ce  ~  le sésamol,  la vanilline et  le bêta sitostérol. -8-
L'utilisation de  ces traceurs a  fait l'objet d'une  étude détaillée publiée 
dans  les Informations  internes sur l'Agriculture n°  74  mai  1971  de  la 
Commission  des  Communautés  européennes.  Nous  nous bornons ici à  en  déeager  ~ 
les conclusions essentielles en fonction  des trois critères essentiels 
requis pour qu'un composé  non toxique  puisse être considéré  comme  bon tra-
ceur,  soit la facilité et la sensibilité de  la détermination,  la non ''éli-
minabilité"de la matière  grasse  par voie  économique,  le prix du  "marquage" 
économiquement  acceptable. 
a.  Le  sésamol 
Doses  préconisées par les règlements C.E.E.:  100  ou  200  grammes  par 
tonne. 
Ce  traceur est facilement  décelable  dans  une  graisse et la sensibilité 
de  la métho4e  analytique est excellente.  Par contre,  il peut  être éli-
miné  des  corps gras par des  procédés  de  désodorisation  ou  même  par la-
vages alcalins systématiques. 
Le  prix duqmarquage•est  relativement  élevé mais  acceptable. 
b.  La vanilline 
DosS3 préconisées par les règlements C.E.E.:  200  grammes  par tonne. 
Ce  traceur possède  des  avantages  analytiques analogues  à  ceux du  sésa-
mol  et peut  en outre être décelé  par l'odorat. 
Les  inconvénients sont  par contre  plus nets,  car la vanilline est plus 
soluble  dans  l'eau et  les bases faibles  que  le sésamol. 
Le  prix du"marquage"est  peu élevé et  économique. 
c.  Le  bêta sitostérol 
Doses  préconisées par les règlements C.E.E.:  300  grammes  par tonne, 
ultérieurement  500  et 600  grammes  par tonne. 
Le  bêta sitostérol est facilement  décelable  dans  les corps gras,  mais 
son analyse  est beaucoup plus  onéreuse  que  celle des traceurs précé-
dents. Il n'est pas  économiquement  éliminable de  la matière grasse. 
Le  prix de  revient  du''marquage,,au bêta sitostérol est plus élevé que 
celui  du'marquage  à  la vanilline et moins  élevé  que  celui  d~
1 marquage 
~  ~ 
au sésamol. 
Il est parfaitement  acceptable  économiquement. 
d.  L'étho~quine 
Doses  préconisées par les règlements C.E.E.:  150  grammes  par tonne. 
Analytiquement,  il s'agit d'un traceur dont  la sensibilité de  détection 
est très grande  et très simple.  C'est un traceur "immédiat"Jdont la -9-
mise  en évidence  ne  requiert  que  l'examen sous une  simple  lampe  U.V. 
Par des  méthodes  dont  le principe est  simple,  mais  dont  l'exécution 
sans  séquelles pour la qualité  des  corps gras est difficile, il peut 
être presque  entièrement  éliminé  des  corps gras. 
Le  prix du 
11marquage  'J du beurre  par 1 'éthoxyquine est dérisoire. 
Ce  traceur fut  prévu uniquement  pour les graisses butyriques desti-
nées  à  la consommation  animale. 
e.  La  chlorophylle E  140 
Dosœ préconiséES par lœ règlemen1s C.E.E.:  8  grammes  chlorophylle  pure 
par tonne. 
Ce  traceur est un  mauvais traceur du point  de  vue  des trois critères 
examinés. 
Analytiquement,  aux doses  indiquées, il est difficilement estimable. 
Il est non  seulement  facilement  éliminable par des  procédés  de  blan-
chiment  mais il est dégradé très rapidement  dans  les beurres,  étant 
très sensible  à  l'oxydation et à  la chaleur. 
Enfin pour être analytiquement  efficace,  la dose  de  traceur doit 
être beaucoup plus élevée que  celle qui  a  été préconisée,  ce qui 
rend le prix du  "marquage"  prohibitif. 
La  chlorophylle E  140,  comme  l'éthoxyquine fut  réservée uniquement 
au "marquage"  des  graisses destinées  à  la consommation animale. 
Comme  traceur à  caractère  immédiat,  les pays  de  la C.E.E.  ont  également 
utilisé sporadiquement  des  caroténo!des,  notamment  l'ester éthylique 
de  l'acide bêta apo 8'  caroténoïque. 
Le  taux de  traceur incorporé au beurre était de  six grammes  par tonne. 
Ce  traceur dont  on  escomptait  une  détermination rapide et facile 
"de visu"  ne  fut  jamais efficace. 
En effet,  la coloration orangée  donnée  par le taux prescrit n'était 
pas  suffisamment  différente de  la coloration naturelle de  certains 
beurres  ou  de  la coloration permise  à  l'aide de  colorants naturels 
(rocou). 
D'autre part,  ce  produit appartenant  à  la famille  des  caroténo!des, il 
était très facile d'en diminuer considérablement  le taux parraffinage 
ou  même  de  le  détruire par chauffage. 
Comme  les chlorophylles  ou tous  les composés  de  la famille  des  pigments, 
ces  composés  sont particulièrement  instables et sekissent difficile-
ment  déterminer avec  une  précision suffisante. - 10-
1.3.  Les  mélanges  de  matière grasse butyrique et  de  substances non grasses 
Ces  dernières années,  une  partie des  stocks excédentaires  de  beurre 
dans  divers pays  de  la C.E.E.  a  été dénaturée par addition de  substancœ 
non grasses,  principalement  du sucre et des protéines.  Les  quantités de 
non gras  pouvaient  être fort  importantes,  atteignant  50%  ou d'avantage 
du  produit. 
Ces  produits étaient destinés à  la pâtisserie ou  à  diverses  industries 
alimentaires. 
On  escomptait  par  ces  opérations écouler une  bonne  partie des  excéden~ 
et  on  estimait que,même  si industriellement la séparation de  la matiè-
re grasse restait relat1vement facile,  celle-ci ne  serait pas  réalisée, 
car il fallait aussi récupérer et faire un usage  de  la phase non  grasse 
dont  le prix n'était pas négligeable. 
Nous  ne  pouvons  juger ces opérations,  toute appréciation devant  tenir 
compte  de  contingences  économiques variables. 
D'un point  de  vue  analytique,  les protéines et le sucre n'étant pas 
solubles dans  la phase  grasse ne  peuvent  être considérés  comme  des 
traceurs.  Si on  veut  les utiliser comme  moyens  pour dénaturer les beur-
res,  il faut  garder à  l'esprit le fait qu'ils peuvent être séparés 
très  facileme~t des  corps gras.  Dès  lors,  la graisse butyrique peut 
rentrer frauduleusement  dans  le circuit normal  du  beurre  dont  on  a 
voulu l'éloigner.  Les  protéines pourront  toujours être utilisées dans 
l'alimentation animale.  Le  sucre,  quant  à  lui,  en solution concentrée, 
pourra être destiné  à  des  préparations alimentaires,  voire  à  l'in-
dustrie  de  la fermentation. 
La  dénaturation à  l'aide de  sucre,  d'un point  de  vue  pratique,  serait 
sans  doute  plus efficace que  la dénaturation à  l'aide de  protéines. 
Cependant,  en raison des  risques  courus  de 'récupération, il nous  parait 
indispensable qu'elle porte  sur des quantités réduites et qu'elle 
s'échelonne  sur un  temps très court. 
1.4.  Les  ar8mes  acides  des  "Ghee" 
Les  habitudes alimentaires  de  nombreux  pays  en voie  de  développement 
portatceux-ci vers la consommation  de  graisses acidifiées qui  ont un 
goût  de  rance,  les "ghee".  Le  "ghee"  oriental est habituellement pré-
paré  à  partir du lait par fermentation acide naturelle, barattage et 
chauffage  des grains de  beurre sans  lavage.  Dans  nos  pays,  il est pro-
duit uniquement  pour l'exportation,  à  partir de  graisse  de  beurre ordi-
naire,  additionnée  de  produits d'ar8me  spécialement  conçus,  l'élément -Il-
aromatique  principal étant l'acide butyrique. 
Certains  "ghee  substitute" sont  préparés  à  partir de  mélanges  de  grais-
ses animales et végétales. 
Les  "ghee  aroma"  ne  peuvent  être considérés  comme  traceurs.  En effet, 
l'acide butyrique libre des  "ghee"  peut être facilement  enlevé par 
neutralisation et lavage  et  également par désodorisation. - 12-
Ces  traceurs  sont  des  subst::tn~es,  qui  d~.ns  111.  nomenclature  chimique, sont  reprises 
d~ns  1~ classe  des  lipides. 
L~ cl~sse des  lipides naturels  comprend  des  lipides simples et  des  lipidescomplexes 
Les  lipides simples  sont  des esters d'alcool et d'acides gras.  Suivant  que  l'al-
cool  sera le glycérol,  un stérol ou un alcool gras,  il s'agira d'un glycéride,  d'un 
stéride  ou  d'un céride. 
Les  lipides complexes  donnent  à  l'hydrolyse une  fraction alcoolique,  une  fraction 
acides gras et une  fraction non  grasse.  Suivant la nature de  cette dernière 
fraction,  on  distingue: 
les phospholipides qui  contiennent  un groupe  phosphate 
- les cérébrosides et les gangliosides qui  donnent  à  l'hydrolyse des hydrates  de 
carbone 
- les sulfatides possédant  un groupe  sulfate. 
Les  lipides naturels contiennent  encore  une  partie non saponifiable dans  laquelle 
on  trouve  des stérols,  des alcools à  longue  chaine,  des hydrocarbures,  des vitami-
nes et bon nombre  de  composés  qui ne  sont pas toujours identifiés. 
Notons qu'à c8té  de  ces produits naturels,  l'industrie des  corps gras alimentai-
res prépare  ou synthétise pour ses besoins un certain  nombre  de  composés,  peu 
représentés naturellement,  mais utilisés biologiquement  comme  les produits natu-
rels.  ,Nous pensons  aux glycérides  de  synthèse,  aux glycérides hydrogénés  ou  in-
terestérifiés,  aux acides trans,  aux monoglycérides,  aUKdiglycérides,  aux saccha-
roglycérides,  ces trois derniers  composés  étant particulièrement utilisés comme 
agents émulsificateurs. 
Il est évident  que  pour le choix d'un ''traceur  lipidique'~ on  dispose  de  nombreuses 
orientations possibles et  on  peut  envisager séparément  chaque  classe de  lipides. 
Cependant,  si la séparation des  composés  lipidiques par classe est analytiquement 
souvent facile,  industriellement les procédés  peuvent être coftteux et ne  sont  pas 
toujours réalisés.  Pour tracer un beurre,  on  aura intérêt,  si c'est possible,à 
utiliser un autre  corps gras naturel dont  un élément  décelable  avec une  haute  sen-
sibilité par l'analyse distingue nettement  sa composition de  celle du beurre. 
Il est  donc  souhaitable de  considérer premièrement  les corps gras qui possèdent 
certaines réactions caractéristiques permettant  de  les repérer facilement  au sein 
d'un mélange  de  graisses naturelles. - 13-
2.1.  Les  corps gras alimentaires  comme  traceurs des beurres 
Avant  d'aborder ce  chapitre, il est nécessaire  de  fixer une  limite au taux 
de  graisse alimentaire admissible  dans  un beurre tracé.  Cette  limite répon-
dra d'abord à  des  exigences psychologiques.  Il est difficilement  concevable 
qu'on livre dans  le commerce  comme  graisse  de  beurre un produit qui contien-
drait ~  ou plus  de  ~  de  graisse étrangère,  et nous ne  croyons  pas qu'il 
soit indiqué  de  dépasser J.%. 
D'autre part.,  le "marquage"  du beurre doit permettre la détection de  5%  de 
beurre  tracé mélangé  dans  un beurre normal,  c'est à  dire que  le traceur doit 
pouvoir être mis  en  évidence  à  un taux vinV:t  fois moindre  que  celui  préconisé 
au  "marquaee".  Cette condition restreint  fortement  les possibilités d'utili-
sation de  beaucoup d'huiles alimentaires  comme  traceurs. 
Dans  ce  chapitre,nous examinerons  successivement  une  série de  corps gras ali-
mentaires en fonction de  leurs propriétés analytiques permettant  de  les met-
tre en évidence  dans  un mélange  de  lipides,  soit les corps gras détermina-
bles grâce  à  une  réaction colorée spécifique,  les corps gras déterminables 
par leur composition originale en acides gras et les corps gras  déterminables 
par la composition particulière de  leur insaponifiable. 
2.1.1.  l!e.! .Q.O!P.!  ~~s_d!t_!!I'!!!,in_a}?.l_!!s_~!!, !e.! }?_eJ:!r.!:e!.  .tta.!:  !!P.!!  !,é~cii.2,n_c.2,l.2,r!e  .. 
!ll>!cif.!.C@e  _ 
a.  L'huile de  sésame 
Cette huile est encore  exigée  dans  certains pays  comme  révélateurs des 
margarines. Elle contient trois composés  décelables par des tests relati-
vement  simples,  le sésamol,  la sésamoline et la sésamine. 
Le  test de  Villavecchia décèle  le sésamol et la sésamoline:  le test de 
Fabris décèle la sésamine. 
Le  sésamol est totalement  éliminable au raffinage,  la sésamoline l'est 
beaucoup moins  et la sésamine  se retrouve pratiquement  intacte après raf-
finage. 
Le  test de  Fabris est moins utilisé que  le test de  Villavecchia car il 
est plus encombrant,  mais il peut  cependant mieux caractériser certaines 
huiles raffinées. 
L'huile de  sésame utilisée en tant que  traceur dans le beurre  a  présenté 
de  nombreux  inconvénients qui  ont été décrits au chapitre 1.1.2. 
b.  L'huile de  coton 
L'huile de  coton brute contient des acides  cyclopropéniques,  en particu-
lier les acides sterculique et malvalique,  donnant  une  coloration rouge 
avec  le réactif d'Halphen.  Cependant  les acides sterculique et malvalique - 14-
sont détruits par simple  chauffage  à  170°C.  Le  raffinage peut les élimi-
ner pratiquement  entièrement,  de  sorte qu'on trouve  des huiles de  coton 
à  peine réactionnelles. D'autre part,  l'huile de  coton brute contient un 
composé  biologiquement  indésirable,  le gossypol. 
o.  Les huiles de  kapok,  de  baobab et de  thé 
Ces  huiles présentent également  des  réactions colorées plus  ou  moins  spé-
cifiques,  mais  leur nature,  leur disponibilité,  et leur prix commercial, 
de  même  que  la sensibilité du test sont  incompatibles avec leur utilisa-
tion comme  traceurs du  beurre. 
De  manière  générale,  les réactions colorées des huiles alimentaires sont 
basées sur des  composés  en grande partie détruits ou éliminés par le raffi-
nage.  Leur interprétation est délicate et donnerait  souvent  lieu à  des  con-
testations1sinon aux doses qui pourraient être admises pour tracer le beur-
re,  au moins  au vingtième  de  ces doses,  pour la mise  en évidence  de  ~  d'un 
beurre tracé dans  un beurre normal.  D'autre part,  étant moins  chères que  la 
graisse de  beurre,  elles incitent à  la fraude  par excès de  traceurs,  excès 
qui pourrait être difficilement  contr8lé. 
Si les composés  des huiles qui  sont  à  la base  des  réactions colorées spéci-
fiques  peuvent être isolés ou  préparés par synthèse,  et s'ils ne  sont  pas 
détruits ou  éliminés par des  procédés simples  de  raffinage, il est évident 
que  l'on pourrait envisager leur utilisation avec la certitude d'une effica-
cité bien meilleure que  celle permise par l'utilisation des huiles elles-mê-
mes. 
2.1.2.  ~e!_ 2_0!,P,!  ~!!s_d!t~I'!!!,i!!_a:E_l~s_d.@l,! le!! :E_e:!!r:r.e!.  R,aE.,  !a_n!!t:!!r!:.  !!e_l~u:r.s 
!r!!cii2n!. liR,i~isu~s-
a.  Les  triglycérides 
On  entend généralement par corps gras alimentaires;des graisses ou hui-
les presque  exclusivement  composées  de  triglycérides. Toutefois,  outre 
les triglycérides,  les corps gras contiennent  également  des glycérides 
partiels,  des  phosphatides et d'autres lipides simples 1et des  lipides 
complexes. 
Il n'y a  pas  de  méthode  analytique qui  donne  entière satisfaction pour 
l'analyse des triglycérides. 
Ceux-ci  sont  séparés suivant leur polarité et le degré d'insaturation en 
chromatographie sur colonne  ou  sur couche  mince,  ou  suivant  leur poids 
moléculaire en chromatographie  gazeuse.  Mais  la gamme  des triglycérides 
des  corps gras naturels est trop étendue  pour que  ces séparations soient 
satisfaisantes dans  des  conditions usuelles d'analyse pour le domaine  qui - 15-
nous  préoccupe. 
Notons  cependant  que  si les triglycérides possèdent  des acides gras hydro-
xylés,  leur polarité est fort  différente des triglycérides ordinaires et 
ils peuvent  facilement  être mis  en évidence par chromatograptie sur cou-
che mince  de  gel  de  silice. 
La  polarité particulière des  triglYcérides de  l'huile de  ricin (princi-
palement  de  la triricinoléine) pourrait rendre celle-ci utilisable  co.mme 
traceur du beurre.  (Chap.  2  - I) 
b.  Les  glycérides partiels 
Les  mono  et diglycérides  du  lait frais  sont  probablement  des précurseurs 
naturels des triglycérides. Dans  le lait frais,  les monoglycérides ne  se 
trouvent qu'à l'état de  traces,  environ 0,05 gr pour 100  grammes  de  matiè-
re grasse tandis que  le taux de  diglycérides,  essentiellement  des  1  - 2 
diglycérides,  est de  l'ordre de  1  à  ~' voire  davantage  suivant  divers 
auteurs. 
Les  taux de  mono  et diglycérides sont  plus  importants  dans  le beurre , 
surtout si la matière  grasse a  subi une  certaine lipolyse;  exceptionnel-
lement  le taux des monoglycérides  de  la graisse butyrique rance peut 
atteindre 0,3  à  0,4%  dans  les beurres,  et il atteint normalement  1  à  3,% 
dans les fromages. 
Les glycérides partiels peuvent  être séparés des triglycérides ordinaires 
par des  procédés analytiques  simples  de  chromatographie;  les monoglycéri-
des,après séparation1peuvent être dosés par oxydation périodique. 
Bien que  certaines graisses naturelles soient très riches en glycérides 
partiels, il n'est pas  concevable  de  les utiliser telles quelles  comme 
traceurs possibles  du beurre,étant  donné  que  leur composition lipidique 
variera suivant le traitement  de  la matière grasse. 
Peut être,  pourrait-on envisager d'utiliser des monoglycérides  ou digly-
cérides industriels,  mais la question de  leur destin au travers des mani-
pulations subies par les corps gras se  pose  avec acuité. (Chap.  2-2-III) 
o.  Les  phosphatides 
Le  lait de  vaches contient environ 0,35  gr de  phosphatides par litre, 
soit approximativement  10  gr par kg de  matière grasse.  Dans  le beurre., on 
n'en retrouve plus cependant  qu'environ 2  gr par kg,  la plus grande partie 
des  phospholipides étant  passée  dans  le babeurre. 
Les  phospholipides peuvent être séparés de  la matière  grasse par des tech· 
niques  de  chromatographie  ou mesurés  directement  par dosage  du  phosphore 
total. 
L'huile d'oeuf est très riche  en phosphatides  (30%  des  lipides totaux de - 16-
l'oeuf) et la détermination de  la teneur en  jaune  d'oeuf des  poudres 
d'oeuf peut être basée  sur cette composition particulière. 
Les  techniques analytiques  sont  cependant  onéreuses et  doivent  être 
effectuées par des manipulateurs exercés.  L'interprétation des  résul-
tats n'est pas facile.  (Chap.  2-2-V) 
d.  Les  stérides et les cérides 
Ces  composés  sont hydrolysables  en stérols ou alcools supérieurs et 
en  acides gras.  Les  méthodes  d'identification de  ces  composés  seront 
basées sur l'analyse des stérols,  des  alcools et des  acides gras. 
Parmi  les stérols du beurre,  il y  a  environ  10%  de  stérols liés (stéri-
des)  et ~  de  stérols libres (cholestérol).  Les  proportions de  stérols 
liés ou  libres sont  extrêmement  variablesselon la nature  des  corps gras 
et les méthodes  de  détermination sont  longues et onéreuses. 
Les  cires ne  sont  pas  des  produits alimentaires et leur  c~mposition est 
encore  souvent  insuffisamment  connue.  Le  contr8le  de  la pureté des  com-
posés  commerciaux est très difficile,  ce  qui exclut  également  leur uti-
lisation pour le  "marquage"  des matières grasses  alimentaires,~dans le 
but  de  faciliter analytiquement  le contr8le. 
e.  Les  lipides complexes 
Ce  sont  les sulfatides,  les gangliosides et les cérébrosides.  Ces  lipi-
des  sont  encore  insuffisamment  connus,  tant  du  point  de  vue  de  la compo-
sition,  de  l'action biologique,  de  la présence  dans  de  nombreux  corps 
gras et  de  la recherche  analytique,  pour pouvoir espérer en faire un 
usage actuel en tant que  traceurs des beurres. 
Notons la fabrication industrielle en tant qu'agent émulsifiant  de 
saccharoglycérides,  produits assimilables et  reconnus  non toxiques par 
les législations sur les denrées alimentaires. 
Ces  produits,  en raison de  leur polarité peuvent  être séparés facilement 
des autres lipides du beurre par des techniques  de  chromatographie; 
malheureusement,  il peuvent  être hydrolysés facilement  à  chaud en milieu 
légèrement alcalin ou  en milieu acide  (Chap.  2-2-IV). 
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Les  corps gras  dont il est question dans  ce  chapitre doivent  pouvoir être 
décelés à  des  taux infimes  de  l'ordre de  0,2~ maximum  dans  un beurre nor-
mal,  ce  taux correspondant  à  la présence  de  ~  de  beurre tracé par ~  de 
~ 
graisse de  marquage,} dans  un beurre normal. 
L'analyse  des acides gras en chromatographie  gazeuse est devenue  une  ana-- 17-
lyse de  routine  de  la chimie  des  corps gras et  son utilisation s'est géné-
ralisée dans  les laboratoires de  contrôle des  denrées alimentaires. 
On  peut  imaginer de  tracer la graisse de  beurre  avec un  acide  gras ~nclus 
dans  un glycéride) qui  ne  s'y trouve  pas naturellement  ou  du moins  qui 
s'y trouve  à  des taux insignifiants. 
On  chercheraJpremièrement  parmi  les graisses alimentaires  naturelle~ 
celles  qui  contiennent un acide  gras original à  un  taux élevé,  afin de 
le déterminer d'autant  plus aisément  lorsqu'il sera dilué  parmi  les aci-
des  gras  du beurre. 
L'éventail d'acides gras  de  la graisse butyrique est  cependant  un  des  plus 
complets qui existe  dans  la nature. 
Tous  les acides saturés de  chaine  carbonée normale  de  C4  à  C26  en même 
temps  qu'un nombre  élevé  d'acides ramifiés et d'acides insaturés ont été 
décelés dans la graisse  de  beurre. 
Pour certains acides  cependant,  les taux présents n'atteignent que  des 
traces,  soit des quantités ne  dépassant  pas 0,1%.  C'est parmi  ces acides 
"mineurs" qu'il est nécessaire  de  chercher les éléments pouvant  être uti-
lisés comme  traceurs.  En effet,  si on  considère  que  le taux maximum 
admissible  de  graisse étrangère  dans  le beurre pour le''marquer'' est de 
l'ordre de  3  ou 4%,  que  ce  taux doit  permettre la détection de  5%  de 
beurre tracé  dans un beurre normal  et que  la précision et la reproduc-
tibilité des  mesures  obtenues  pour les acides mineurs  sont  limitées,  on 
ne  peut  concevoir que  difficilement l'utilisation comme  élément  traceur 
du beurre,  d'un acide  gras  qui s'y trouverait naturellement  à  un taux 
de  plus  de  0,1%  de  l'ensemble  des  acides gras. 
Pour les acides  inférieurs,  on  pourrait penser dès  l'abord à  un  enrichis-
sement  de  l'élément  à  doser,  par distillation ou  entraînement  à  la vapeur 
des  acides libérés après hydrolyse.  Cependant,  cette méthode  serait lon-
gue  et fastidieuse,  pratiquement  inutilisable en contrôle courant,  à 
l'exception peut être de  l'acide acétique gui peut être distillé en mélan-
ge  azéotropique  avec l'eau et qui serait mesuré  par titrimétrie. 
Sur la base  de  la composition des  acides gras des  corps gras  donnée  par 
le "Codex alimentarius" et les manuels  d'analyses alimentaires,  auc'Wle  des 
huiles suivantes,  ne  contient  des  acides  gras  inconnus  ou  sous  forme  de 
traces  (taux inférieur à  0,1%)  dans  le beurre: 
parmi  les graisse végétales: 
les huiles de  palme,  de  coco,  de  palmiste,  dereurre  de  cacao,  de  karité, 
huiles d'olive,  d'amande,  de  noix,  de  noisette,  de  thé,  de  sésame,  de 
riz,  de  maïs,  de  tournesol  de  soja,  de  carthame,  de  pépins  de  raisins, 
d'oeillette,  de  lin ; - 18-
parmi  les graisses animales : 
les suifs de  boeuf et de  mouton,  le saindoux et la graisse de  cheval, 
l'huile d'oeuf. 
Ces  corps gras  sont  donc  pratiquement  inutilisables  comme  traceurs du 
beurre  sur la base  de  la composition en acides gras. 
Par contre la composition particulière des acides  de  l'huile de  coton, 
de  l'huile d'arachide,  de  l'huile de  colza,  des huiles riches en acides 
conjugués,  de  l'huile de  ricin et  de  certaines huiles marines est  suscep-
tible de  retenir l'attention. 
a.  L'huile de  coton 
Les acides particuliers de  l'huile de  coton sont  des acides cyclopro-
péniques,  dégradables par la chaleur et susceptibles d'être éliminés 
par le raffinage.  Ils se trouvent d'ailleurs en proportions assez fai-
bles  dans  l'huile de  coton  (1  à  ~) et ne  sont  pas  déterminés usuelle-
ment  par des méthodes  de  chromatographie  gazeuse. 
b.  L'huile d'arachide 
Cette huile estaaractérisée par la présence d'acide arachidique,  d'aci-
de  béhénique  et d'acide  lignocérique  en quantités supérieures à  des 
traces, mais  de  toute manière variables et peu importantes.  L'acide 
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béhénique,  en particulier peut atteindre des  teneurs allant de  2  à  5% 
des acides gras totaux.  Les  acides arachidique et lignocérique sont  en 
proportions moindres. 
Il y  a  environ 0,1%  d'acide béhénique  dans  le beurre,  mais  sans étalon 
interne, il n'est pas possible d'obtenir une  mesure  correcte;  par ail-
leurs les proportions d'acide béhénique  sont vraiment trop faibles 
dans l'huile d'arachide et les difficultés analytiques de  l'analyse 
des acides supérieurs sont trop grandes pour qu'on puisse utiliser 
l'huile d'arachide  comme  traceur des beurres. 
c.  L'huile de  colza 
L'huile de  colza et les huiles de  crucifères  (navette,  moutarde)  sont 
caractérisées par une  très forte  teneur en acide  érucique,  acide  pra-
tiquement  absent  dans  le beurre  (taux inférieur à  0,05%).  Malheureu-
sement  la teneur en acide  érucique  de  l'huile de  colza est assez va-
riable,  la sélection s'efforçant  de  diminuer de  plus  en plus cette 
teneur en acide érucique  souvent  considérée  comme  facteur de  dépré-
ciation de  l'huile. - 19-
Ainsi,  pour les colzas européens,  la teneur moyenne  en acide  érucique 
était de  l'ordre de  40  à  50%  en 1972,  mais  le Canada suivi par de 
nombreux autres pays producteurs  commence  à  produire  des huiles de 
variétés  ,  telle la "Canbra"1à  teneur presque nulle en acide  érucique. 
Il faudrait  donc  spécifier la teneur en acide érucique de  l'huile de 
colza utilisable  comme  traceur. 
Une  teneur minimum  de  40%  d'acide érucique  de  l'huile utilisée en vue 
du  "marquage"  du beurre serait souhaitable.  Dans  ce  cas,  le contr6le 
du  "marquage"  serait basé  sur les teneurs relatives comparées  des aci-
des  C22  et C22:1  établies par chromatographie gazeuse  des acides gras. 
Dans  un beurre normal,  C22/C22:1  est toujours plus  grand que  1.  Si on 
marque  le beurre par  3.%  d'huile de  colza,  et dilue  ~  de  beurre tracé 
dans  un beurre pur,  ce  rapport ne  sera plus vérifié dans  le produit 
fini. 
Le  critère tient compte  de  conditions particulières qui pourraient 
exister pour le régime  alimentaire des vaches  (régime  contenant au 
maximum  1,5  kg  tourtea~vache/jour) 1 à condition que  le régime  reste 
normal  (alimentation équilibrée sans excès d'huile). 
d.  Les huiles riches en acides conjugués  (Tung,  oiticica) 
Les  acides polyinsaturés conjugués possèdent  des  spectres d'absorption 
caractéristiques dans  l'U.V.  Ces  spectres se  déplacent  d'autant  plus 
vers  les grandes  longueurs  d'onde  que  le nombre  de  dou~les liaisons 
est élevé.  De  même  les isomères  ois ont  des  spectres différents des 
isomères trans.  L'absorption U.V.  augmente  également  avec  le degré 
d'insaturation;  les  composés  ois présentent  des  extinctions spécifi-
ques  supérieures  à  celles des  composés  trans correspondants. 
L'huile de  tung et l'huile d'oiticica ont  des teneurs  en acides poly-
insaturés de  l'ordre de  50  à  Bq%. 
L'huile de  tung contient  principal~ént de  l'acide~éléostéarique,  ou 
9  ois,  11  trans,  13  trans octodécatriéno!que.  L'huile d'oiticica con-
tient principalement  de  l'acide  licanique qui est l'acide 4 cétoéléos-
téarique. 
Ces  huiles végétales ne  sont  pas utilisées comme  huiles alimentaires, 
mais plut8t  comme  huiles siccatives pour les peintures et vernis. 
Il est  à noter que  la graisse  de  beurre peut  contenir des  proportions 
appréciables  de  diènes  conjugués  (en moyenne  1  à  2%)  mais ne  contient 
jamais que  des traces d'acides triènes conjugués  (moins  de  0,05%). 
Le  maximum  d'absorption dans  l'U.V.  dû  aux acides  diéno!ques  du beurre 
se situe vers 231  nm,  tandis qu'il se situe au delà de  270  nm  pour - 20-
l'acide  éléostéarique,  ce  qui  peut  simplifier les déterminations. 
Cependant,  les acides polyinsaturés sont  éminemment  oxydables et sen-
sibles à  la chaleur qui  favorise  leur polymérisation.  Ils s'hydrogè-
nent  facilement  et sélectivement. 
L'absorption dans  l'U.V.  est  le fait  de  multiples  composants  des  corps 
gras  en  dehors  des  acides polyinsaturés  conjugués. Il y  a  l'absorption 
de  fond  due  à  l'huile et l'absorption due  au solvant. Il existe des 
absorptions différentes des  échantillons de  graisse butyrique non  seu-
lement  suivant la teneur en acides  conjugués,  mais  aussi suivant la 
teneur en pigments et  le degré  d'oxydation. 
Il peut  y  avoir absorption due  à  des  additifs  comme  les antioxydants. 
Au  total,  l'absorption U.V.  des  acides polyinsaturés paraît peu spé-
cifique et ceux-ci  semblent trop instables pour qu'on puisse fonder 
une  méthode  analytique efficace de  "marquage"  sur ces propriétés. 
Les  acides polyinsaturés conjugués pourraient pourtant être étudiés 
en tant que  traceurs presque  "immédiats". 
Il suffirait de  dissoudre  la matière grasse dans  un solvant et d'ob-
server à  une  longueur d'onde  appropriée,  par exemple  280  nm,  l'absorp-
tion maximale  de  fond  due  à  un beurre normal et l'absorption due  aux 
graisses tracées par addition de  corps gras  contenant  des  proportions 
importantes d'acides conjugués. 
e.  L'huile de  ricin 
L'huile  de  ricin contient  en proportions supérieures  à  80%  des  acides 
gras,  un acide hydroxylé  insat11ré  caractéristique,  l'acide ricinoléi-
que  ou acide  12  hydroxy  9 octadécénoïque.  Les  triglycérides sont 
principalement  de  la triricinoléine. 
L'huile de  ricin a  des  propriétés laxatives bien connues  et est utili-
sée  comme  telle en pharmacie. Il n'empêche qu'elle a  été utilisée de 
tout temps  en Chine  comme  huile alimentaire. 
L'huile  de  ricin hydrogénée  perd presque  entièrement  ses propriétés 
laxatives et  on  l'utilise dans  l'industrie  comme  telle ou  sous  forme 
de  monoglycérides et  de  diglycérides pour communiquer  des qualités 
appropriées  aux produits alimentaires  (agents épaississants,  émulsi-
fi ca  teurs). 
La  teneur en acide  ricinoléique des huiles de  ricin peut être contr8-
lée par chromatographie gazeuse et l'utilisation d'une  phase apolaire 
plus résistante aux hautes températures que  les phases polaires se 
justifie si  on  veut procéder à  un  contr8le  rapide. 
Cependant,  le taux d'acide ricinoléique ajouté  dans  les beurres  à  des - 21-
doses voisines  de  1%,  serait difficilement  contr8lable.  En  effet,  si 
on utilise une  colonne  polaire,  la résistance  aux hautes températures 
de  celle-ci est  eénéralement beaucoup trop faible  pour pouvoir obtenir 
une  analyse  rapide  et efficace;  si on  utilise une  colonne  apolaire, 
la séparation de  l'acide ricinoléique  de  plusieurs acides  à  20  atomes 
de  carbone  de  la matière  grasse butyrique est  insuffisante. 
En  réalité, il est plus simple  et plus efficace  de  mettre  en évidence 
la triricinoléine. 
Celle-ci en raison de  son caractère polaire se  sépare facilement  des 
autres triglycérides en chromatographie  sur couche  mince. 
L'huile de  ricin et l'huile de  ricin hydrogénée  peuvent  donc  être con-
sidérées  comme  trac9urs possibles des beurres.  Ce  problème  sera envi-
sagé  au chapitre  2-2-I 
f.  Les  huiles marines 
Les huiles marines  comprennent  les huiles  de  mammifères  marins  (cétacŒ 
phoques)  et les huiles  de  poissons. 
Du  point  de  vue  de  leurs compositions  en acides gras,  elles se  carac-
térisent généralement  par leur insaturation et  la présence  de  nom-
breux acides  supérieurs non  toujours  identifiés,  à  20  et  22  atomes  de 
carbone. 
Cependant  les huiles marines ne  peuvent  être utilisées dans  les pro-
duits alimentaires que  fortement  hydrogénées  et raffinées,  afin de 
leur faire perdre leur odeur caractéristique.  L'hydrogénation est  le 
plus  souvent  loin d'être conduite  à  son terme,  ce  qui  donnerait  une 
graisse trop dure 1et les proportions des  acides non  saturés et satu-
rés supérieurs sont très variables. 
Les huiles de  poissons  riches en C22  seraient les plus aisément  déter-
rninables1mais  la technique,  bonne  en principe,  si on  exige  uniquement 
de  déterminer la présence  de  l'huile de  poisson dans  le beurre,  ne 
permettrait pas  le contr8le même  approximatif des  quantités ajoutées. 
Plus  intéressantes à  cet  égard sont  les graisses d'animaux marins 
comme  les dauphins  ou  les marsouins  dont  la composition reflète une 
teneur originale et  importante d'acide isovalérique  (ca 25%).  Cet  aci-
de  n'existe pas dans  le beurre et il pourrait être facilement  et rapi-
dement  mis  en évidence  par chromatographie  gazeuse  dans  un beurre tra-
cé.  Cependant,  ces huiles ne  se  rencontrent  guère  dans  le commerce. 
Il faudrait  d'ailleurs constater la constance  de  leur proportion en 
acide  isovalérique,  constance  qui n'est nullement  prouvée  à  l'heure 
actuelle. - 22-
De  toute manière,  l'utilisation éventuelle d'huile de  dauphin hydro-
génée  comme  traceur du  beurre  devrait être pousuée  au maximum  admis-
sible,  c'est à  dire environ 3  à~~ (ca  1%  d'acide  isovalérique) pour 
être analytiquement  efficace. 
Enfin,  il faut  considérer que  les huiles de  dauphin,  si on  peut  les 
obtenir commercialement  en quantités suffisantes,  risquent d'être 
beaucoup moins  chères que  la graisse  de  beurre et il y  a  toujours 
lieu de  craindre le "marquage"  par excès  de  traceurs. 
Conclusions 
Sur la base  de  l'analyse des  acides gras,  l'huile de  colza et l'huile de 
ricin sont,  parmi  les huiles alimentaires courantes,  les plus facilement 
décelables  à  des taux minimes  dans  les beurres. 
Comme  elles sont  relativement  riches en phytostérols,  leur présence  dans 
un beurre  pourra être confirmée  par l'analyse des stérols.  L'huile  de 
dauphin hydrogénée,  si elle est  commercialement  disponible,  pourra éga-
lement  revêtir un certain intérêt.  Par contre,  l'utilisation en tant que 
traceurs pour la graisse de  beurre d'huiles de  poissons et d'huiles ri-
ches  en acides polyinsaturés  conjugués présenterait  des difficultés 
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importantes. 
Le  grand inconvénient  en ce  qui  concerne  l'utilisation des  corps gras 
naturels  comme  traceurs du beurre,  réside  dans  les variations possibles 
de  teneurs  de  l'élément traceur dans  ces  corps gras,  variations qui  ren-
dent  problématique  un contr8le efficace  du  "marquage".  Si on  peut  remé-
dier avec  une  efficacité suffisante  à  cet inconvénient  en ce  qui  concer-
ne l'huile de  colza et l'huile de  ricin,  le problème  est plus difficile 
pour les autres corps gras cités;  dans  ce  cas,  une  addition excédentaire 
de  traceur,  lucrative,  puisque  la graisse  de  beurre est de  loin plus 
coûteuse que  les autres corps gras envisagés,  sera toujours  à  craindre. 
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L'insaponifiable des  graisses comporte  beaucoup plus d'éléments que  la 
composition glycéridique. 
Cependant,  il n'y a  pas  de  méthode  analytique rapide  de  l'analyse de 
l'insaponifiable,  et si les méthodes  d'analyse quantitative sont actuel-
lement bien codifiées et normalisées,  la détermination de  l'insaponifia-
ble total d'une  graisse reste toujours  une  méthode  longue et onéreuse. 
Bien que  les insaponifiables de  certaines huiles végétales  ou  animales 
diffèrent fortement  en quantité  de  l'insaponifiable du beurre,  ils sont 
t~variables naturellement  ou  sous  l'influence des  processus  de  ~affina-- 23-
ge  pour qu'on puisse espérer se servir avec efficacité de  la mesure  de 
l'insaponifiable total  comme  principe du contr8le  de  beurres tracés. 
Il est plus  indiqué d'analyser certains éléments  de  l'insaponifiable. 
Parmi  les composés  de  l'insaponifiable des  corps gras naturels,  il faut 
citer principalement  les stérols,  les tocophérols,  les alcools gras,  les 
hydrocarbures,  les vitamines et  des  composés  à  structu~ diverses,  carac-
téristiques de  la composition de  certaines huiles. 
a.  Les  graisses déterminables  dans  le beurre par leur composition en 
stérols 
Ce  sont  presque  essentiellement  les huiles vègétales. 
Celles-ci contiennent toutes  du  sitostérol et du  campestérol,  accom-
pagnés  le plus souvent  de  stigmastérol  ou  d.' autres stérols caracté-
ristiques de  certains types d'huile,  tandis que  le cholestérol est 
presque  exclusivement  un stérol animal. 
L'analyse  des  stérols par des  méthodes  chromatoeraphiques  permet  la 
mise  en évidence  de  1%  de  n'importe quelle huile vécétale  dans  le 
beurre.  En  choisissant  un  taux déterminé  d'une huile riche  en phytos-
térols pour marquer un beurre,  la sensibilité des méthodes  chromate-
graphiques peut naturellement être poussée  suffisamment  loin que 
pour déceler le vingtième  de  ce taux et atteindre ainsi la sensibi-
lité requise  pour un bon  traceur. 
Cependant,  la teneur en stérols totaux est encore  susceptible  de  va-
rier suivant  les procédés industriels de  raffinage;  les compositions 
qualitatives de  nombreuses huiles végétales ne  diffèrent pas suffi-
samment  l'une  de  l'autre et  le contr8le  de  la dose  d'huile végétale 
préconisée  comme  traceur serait aléatoire. 
Comme  il est  commercialement  possible  de  disposer de  stérols végétaux 
relativement  purifiés, il est plus  indiqué et plus efficace d'utili-
ser ces stérols commerciaux  comme  traceurs en les diluant  directement 
dans  la graisse butyrique. 
Parmi  ces stérols commerciaux,  le sitostérol est  déjà utilisé comme 
traceur et le stigmastérol pourrait l'être ultérieurement.(Chap  •. ~2-VI) 
b.  Les  eraisses déterminables  dans  le beurre par leur composition en 
tocophérols 
On  sait que  la gr.aisse butyrique et les graisses animales  en général 
sont très pauvres  en tocophérols naturels.  Pour la graisse butyrique, 
cette teneur varie d'ailleurs fortement,  étant beaucoup moins  impor-
tante  en hiver qu'en été.  Suivant  la littérature,  les variations sont 
de  l'ordre de  20  à  50  mgr/kg.  Le  tocophérol  du  beurre est principale-- 24-
ment  sous  forme a(.  A quelques  exceptions près,  les huiles végétales 
contiennent  des  quantités bien plus considérables  de  tocophérols,  les 
huiles les plus riches étant les huiles  de  germes  de  céréales et 
l'huile de  soja qui  contient  2000  à  5000  mgr  de  tocophérol par Kg, 
soit environ cent fois plus que  la graisse de  beurre. 
Cependant  cette teneur peut varier suivant  les conditions industriel-
les du raffinage et  suivant l'état de  fraîcheur de  l'huile et de  tou-
; 
te manière
1la concentration moyenne  en tocophérols  des huiles brutes 
est encore trop peu élevée  pour que  l'on puisse les utiliser effica-
cement  comme  traceurs du beurre. 
Comme  pour les stérols,  on  pourra obtenir commercialement  des  concen-
trés de  tocophérols  dont  l'utilisation comme  traceurs éventuels du 
beurre  est naturellement  plus  judicieuse.  (Chap.  2-2-VII) 
c.  Les graisses déterminables  dans  le beurre par la composition en 
alcools  gr~s 
Les  huiles marines  sont  caractérisées par leur forte teneur en al-
cools aliphatiques.  Cette teneur subit  de  grandes variations,  non 
seulement  suivant  l'espèce,  mais  aussi  au sein d'une  même  espèce 
suivant le lieu et  l'époque  de  la pêche. 
D'autre part1les teneurs et les compositions  des huiles marines et 
des  corps gras alimentaires en général sont  encore  insuffisamment 
connues  pour permettre  leur identification uniquement  suivant  l'ana-
lyse  des  alcools aliphatiques. 
Les  huiles végétales contiennent  des  alcools aliphatiques et des al-
cools terpéniques. 
L'huile de  thé  peut  contenir  jusqu'à 0,~ d'alcools terpéniques, 
principalement  du butyrospermol;celui-ci peut être mis  en évidence 
par la réaction colorée  de  Fitelson. 
La  présence  d'alcools gras est  insignifiante dans  la graisse de  lait. 
Cependant,  l'analyse de  ces  composés  est  extrêmement  complexe;  elle 
exige toujours  des  méthodes  de  séparation fort  onéreuses.  En princi-
pe,  on  procède  premièrement  à  la séparation de  l'insaponifiable to-
talj ensuite  les alcools aliphatiques et terpéniques  sont  séparés 
par chromatographie  en couche  mince;  enfin chaque  classe peut  être 
alors analysée  par chromatographie  gazeuse  dans  des  conditions voi-
sines de  celles utilisées pour les stérols. 
On  voit  donc  que  la complexité  des méthodes  analytiques est telle 
que  le prix de  l'analyse sera exorbitant  etiactuellement au moins, 
il est illusoire de  se baser sur la composition en alcools gras des - 25-
graisses naturelles pour tenter de  trouver en l'une d'elles un tra-
ceur efficace de  la graisse  de  beurre. 
Cependant,  si certains alcools gras terpéniques,  (les plus diffici-
lement  extractibles par la vapeur sous  vide)  pouvaient être commer-
cialement  disponibles,  particulièrement le butyrospermol et la bêta 
amyrine,  des méthodes  analytiques  relativement  simples pourraient 
les mettre  en évidence  dans  la graisse  de  beurre. 
d.  Les  corps gras  déterminables  dans  le beurre par la composition en 
hydrocarbures 
Dans  la graisse de  beurre,  l'hydrocarbure naturel le plus étudié est 
la carotène.  Celui-ci est présent  dans  la graisse butyrique au taux, 
variable suivant la saison.de 4 à  12  mg  par kg.  Il est présent  à 
des  taux notablement  supérieurs dans  de  nombreuses huiles végétales 
(huile  de  palme). 
Cependant  le carotène  et les caroténoides ne  peuvent  être consi-
dérés  comme  des véritables traceurs.  En  effet,  composés  éminemment 
oxydables,  ils sont  détruits très facilement  et le raffinage  des 
corps gras tend à  les éliminer complètement. 
Le  squalène  est un autre hydrocarbure  éthylénique présent  dans les 
graisses animales et végétales. 
Dans  la graisse de  beurre, il existe des  proportions sensiblement 
égales  d'hydrocarbures saturés et non  saturés,  dont  la teneur 
suit approximativement  les variations de  la teneur en carotène. 
La  détermination du taux de  ces hydrocarbures sera en général fort 
longue  car elle exige  de  multiples séparations  (insaponifiable, 
chromatographie  sur couche  mince)  et  des méthodes  d'analyse gravi-
métriques  ou  calorimétriques. 
Les  hydrocarbures  éthyléniques  sont  facilement  dégradables et les 
procédés  de  raffinage affectent  fortement  les teneurs  en hydrocar-
bures totaux. 
e.  Les  corps gras pouvant être caractérisés par la composition particu-
lière en  pigments,  vitamines et  composés  spéciaux 
Certains corps gras peuvent  être caractérisés par leurs teneurs  en 
pigments  (caroténoïdes,  chlorophylles)1en composés  vitaminiques 
(vitamine A,  provitamine D et vitamine D,  vitamine E)1et autres  com-
posés mineurs. 
Les  pigments  sont  éliminables au raffinage,  tandis que  l'utilisa-
tion de  vitamines n'est guère  concevable biologiquement et économi-
quement  pour le "marquage"  de  beurres vendus  à  prix réduit.  La  plu-- 26-
part  des  vitamines  liposolubles subissent une  dé~adation importan-
te lors des  traitements industriels de  la matière grasse. 
2.2.  Les  composés  lipidiques  commerciaux 
Ces  composés  pourront être extraits des  lipides naturels ou  obtenus par syn-
thèse  à partir de  produits naturels. 
Nous  étudierons  successivement les triglycérides extraits de  corps gras naturels 
ou préparés  industriellement,  les v.lycérides partiels dont  les monoglycérides, 
les  saccharo~lycérides, les phosphatides,  les stérols dont  le stigmastérol,  les 
concentrats  de  tocophérols.  L'étude sera menée  non  seulement  sur un  plan  th~o­
rique ma.is  se basera également  sur les résultats obtenus au cours  de  nombreux 
tests et essais. - 27-
I.  LES  TRIGLYCERIDES  DES  CORPS  GRAS  NATURELS  OU  HYDROGENES 
Les  triglycérides des  corps gras naturels peuvent  être fractionnés par des 
méthodes  physiques  (cristallisation fractionnée,  frigellisation,  distillation 
moléculaire)  en composés  dont  les propriétés rhéologiques particulières pré-
sentent un  intérêt dans  l'industrie alimentaire. 
Citons les "miglyols" et les produits analogues  riches  en acide laurique,uti-
lisés entre autres pour l'enrobage  des  raisins secs. 
Cependant,  les glycérides séparés industriellement par des méthodes  physiques 
ne  sont  pratiquement  jamais assez  riches  e~u~cide gras  déterminé  pour que  l'on 
puisse obtenir un  composé  apte à  être utilisé valablement  comme  traceur des 
beurres.  La  raison principale réside  dans  le fait que  les graisses fractionnées 
sont  enrichies en certains acides gras déjà présenta dans  le beurre  en quantité 
supérieure  à  des traces.  Ainsi,  les miglyols,  malgré  leur richesse inhabituelle 
en acide  laurique,  ne pouvaient être acceptés  comme  traceurs  du beurre  (1). 
Il apparaît  rapidement  que  seuls,  parmi  les triglycérides,  ceux qui  sont  riches 
erlu~cide inconnu dans  le beurre  ou  simplement  présent  dans celui-ci sous  forme 
de  traces  (taux inféFieur à  O,l%~pourront constituer des traceurs analytique-
ment  acceptables.  Sous  ce  rapport,  l'huile de  ricinJriche en acide  ricinoléique 
présente,  comme  l'huile de  colza riche  en acide érucique et  dont  l'utilisation 
a  déjà été envisagée,  de  très bonnes qualités analytiques. 
L'huile de  ricin ordinaire et l'huile de  ricin hydrogénée  ont été testées  comme 
traceurs éventuels  de  la graisse butyrique;  l'examen général  du  problè~e sou-
levé par l'utilisation éventuelle  de  ces  deux composés  pour tracer les beurres 
de  même  que  la description des tests et les conciusions qui  en découlent  ont 
été exposés  dans  les chapitres 1  A et  1  B. -~-
I  - A  L'huile  de  ricin 
1.  Choix du  traceur  ================ 
Parmi  les huiles végétales courantes,  l'huile de  ricin est peut-être celle 
qui  contient  le plus grand taux d'un acide pratiquement  inconnu dans  le beur-
re et  dont  la structure est  à  ce  point  différente  de  celle des  autres acides 
gras qu'elle peut  permettre une  mise  en évidence  rapide et facile. 
L'huile  de  ricin est caractérisée par sa haute teneur en acide  ricinoléique 
ou  12  hydroxy  9  octadécènoique~qui représente  8~ des  acides gras totaux de 
cette huile,  tandis qu'on peut  le considérer comme  absent  des beurres  où  on 
peut  néanmoins  trouver des traces d'une  dizaine d'acides alcoollsaturés,  le 
total de  ces traces pouvant  atteindre 0,4%  des  acides gras totaux (2). 
En  fait,  l'huile de  ricin a  donc  été pressentie  comme  traceur principalement 
pour ses caractères  analytiques~mais il est clair que  le problème biologique 
est suceptible  de  retenir d'abord l'attention. 
Il semble  étrange que  l'on puisse envisager l'utilisation de  l'huile 
de  ricin comme  traceur alors que  cette huile est généralement  connue 
pour ses propriétés laxatives et qu'on l'utilise comme  cathartique en 
pharmacie.  L'huile  de  ricin fut  pourtant  considérée  jadis comme  une 
huile alimentaire - les Chinois s'en servirent comme  huile  de  friture 
et  en Inde/on l'utilise de  temps  à  autre pour falsifier l'huile d'ara-
chide  (3) 
De  petites doses  d'huile de  ricin dans un  régime  alimentaire normal ne 
sont  pas  laxatives  {4)  (5);  en pharmacie,  l'huile de  ricin  pour  jouer 
son r8le  de  purgatif,  doit être prise à  jeun à  des  doses  de  plusieurs 
grammes.  L'action purgative  de  l'huile de  ricin serait  due  à  l'accumu-
lation d'acide  ricinoléique dans  l'estomac.  Si l'acide ricinoléique est 
hydroeéné,  le caractère laxatif disparaît et l'huile de  ricin hydrogénée 
n'a pas d'action purgative  (6). 
L'huile  de  ricin hydrogénée  et  ses  dérivés sont ainsi utilisés dans 
l'industrie alimentaire pour leurs qualités d'agents émulsificateurs, 
d'agents épaississants et pour masquer le goût  de  vieux. 
Des  travaux scientifiques  (3)  ont  établi que  l'homme  pouvait  absorber 
l'huile de  ricin et l'acide ricinoléique.  Des  expériences sur rats rece-
vant  un  régime  alimentaire  contenant  48.fo  d'huile  de  ricin pendant  une 
durée  de  25  à  40  jours ont  montré  que  2%  seulement  de  l'acide ricinoléi-
que  absorbé était retrouvé  dans  les gTaisses  de  réserve  (8).  Celui-ci 
peut  atteindre 7  à  10%  maximum  des  acides  gras  dans  les tissus adipeux, 
mais est absent  des  phospholipides  (9)  (10). -29-
La  croissance  de  rats nourris pendant  16  semaines  avec un  reg1me  ali-
mentaire  contenant  une  fraction lipidique constituée par 20%  d'huile  de 
mais n'est pas affectée si on  remplace  1%  d'huile  de  mais par  1%  d'huile 
de  ricin hydrogénée. 
Si  on  remplace  10%  d'huile  de  mais par 10%  d'huile de  ricin hydroeénée, 
la courbe  de  c~oissance reste identique  jusqu'à 8  semaines,  ensuite elle 
est  légèrement plus basse pour les animaux nourris avec le réeime  conte-
nant  10%  d'huile  de  ricin hydrogénée  (11).  Dans  ce  cas,  il semble  que 
l'accroissement moindre  du  poids  des  animaux soit  dÛ  pratiquement  exclu-
sivement  à  la digestibilité moindre  de  l'acide ricinoléique hydrogéné 
par rapport  à  celle des acides gras ordinaires  de  l'huile de  maïs plutôt 
qu'au caractère d'acide alcool  de  l'acide ricinoléique. 
Le  coefficient  de  digestibilité calculé sur divers acides gras et glycé-
rides est en effet élevé pour les acides saturés inférieurs et l'acide 
oléique.  Il est beaucoup plus faible  pour les acides saturés supérieurs 
et l'acide ricinoléique. 
Ainsi,  selon Carroll  (12hsi le coefficient  de  digestibilité des  acides 
inférieurs jusqu'à l'acide caprique  (ClO)  est voisin de  100,  il n'atteint 
que  39  pour l'acide palmitique,  23  pour l'acide stéarique et 7 pour l'aci-
de  béhénique;  pour l'acide ricinoléique hydrogéné il est  sans  doute voisin 
de  celui de  l'acide stéarique.  Si  on  considère  les acides insaturés,  le 
coefficient  de  dieestibilité serait de  84  pour l'acide oléique et 51  pour 
l'acide érucique.  Dans  le cas  de  triglycérides,  les rapports  des  coeffi-
cients de  digestibilité sont  sensiblement  du  même  ordre. 
Les  acides hydroxylés apparaissent  en faibles quantités  dans  de  nombreux 
produits naturels.  Citons principalement  les pommes,  les poires,  les gro-
seilles,  le cassis et la gelée  royale  (5)  (13)  (14). 
La  matière grasse du  lait peut  contenir jusqu'à 0,4%  au total de  divers 
hydroxyacides  saturés de  10  à  18  atomes  de  carbone,  chaque  acide n'étant 
présent  que  sous  forme  de  traces  (2). 
De  nombreux hydroxyacides  sont produits normalement  par voie microbienne 
dans  le tractus intestinal de  l'homme  et  les fèces  en contiennent  des 
quantités  importantes  (15)  (16). 
La  dégradation de  l'acide 12  hydroxystéarique conduit  à  des pertes succes-
sives par unités  de  deux carbones  cowne  pour les autres acides  gras  (17). 
Il n'y a  aucune  preuve  formelle  de  la transformation de  l'acide i2  hydro-
xystéarique par déshydratation directe,en acide  stéarique correspondant 
mais  celui-ci disparait très rapidement  au profit d'unités plus petites 
auxquelles viennent  se  recombiner  des  unités acétyl pour donner  des  acides -~-
normaux,  tels les acides palmitique,  stéarique et oléique  (17). 
~1 conclusion,  il est  démontré  qu'ajouté  en faibles proportions au régi-
me  alimentaire,  l'acide ricinoléique  ou  l'acide 12  hydroxystéarique ne 
pose  pas  de  problème biologique.  L'acide ricinoléique lui-même  ne  pourrait 
pas avoir un effet cathartique si on  ajoutait  dans  la graisse de  beurre 
une  quantité inférieure à  ~  d'huile de  ricin. 
L'huile  de  ricin naturelle et l'huile hydrogénée  pourraient être disponi-
bles à  des prix un peu supérieurs  à  ceux des principales huiles végétales. 
Il n'y a  donc  aucun problème  économique  conditionnant  son utilisation 
éventuelle  comme  traceur dans  le beurre. 
1.3.  1e_y~o~l~m~ ~~l~i~e-
Dans  la eraisse de  lait on  n'~~~
6 mettre en évidence  jusqu'à présent  des 
traces d'acide  12  hydroxy 9 octadéqènoique alors que  celui-ci représente 
85%  en moyenne  des  acides gras de  l'huile de  ricin. 
Cependant  la détermination par chromatographie  eazeuse  de  l'acide ricino-
léique  dans  la matière  grasse  du beurre n'est pas facile. 
En  effet,  sur phase polaire,  les esters méthyliques  de  l'acide ricinoléi-
que  sont  fortement  absorbés et les phases  doivent  être portées à  leurs 
températures maximales  d'utilisation;  leur longévité est nécessairement 
fort  diminuée. 
Sur phase apolaire,  les inconvénients liés à  la dégradation thermique  de 
la phase  peuvent être évités;  toutefois,  dans  ce  cas,  l'acide ricinoléique 
est  insuffisamment  séparé  de  certains acides  à  20  atomes  de  carbone pré-
sents sous forme  de  traces dans  les beurres. 
Le  contr8le de  la pureté  de  l'huile de  ricin,  peut être réalisé cependant 
le plus facilement  par le dosage  de  l'acide ricinoléique,  grâce  à  la chro-
matographie  des esters méthyliques  des acides gras sur colonne apolaire. 
2.  Contr8le  de  l'huile de  ricin  ============================ 
L'huile  de  ricin vierge  à  usage  pharmaceutique  contient  en moyenne  8~ 
d'acide ricinoléique.  Ce  taux peut être légèrement variable,  mais  selon 
la littérature il ne  semble  pas qu'il descende  en dessous  de  Bq%. 
En  conséquence,  l'huile de  ricin utilisée comme  traceur peut  être contr8lée 
suivant le critère d'une teneur minimum  de  80%  d'acide ricinoléique. - 31-
Cette composition sera vérifiée par chromatographie  sur colonne polaire 
ou  sur colonne apolaire.  Les  esters méthyliques  seront préparés par 
méthylation alcaline et non par méthanolyse  acide qui provoquerait  une 
déshydratation partielle de  l'huile. 
Sur colonne polaire  (ex:  15%  DEGS  sur chrom.  W 60-80)  on  obtient une 
bonne  séparation des  acides à  18  atomes  de  carbone  saturés ou  insaturés; 
cependant  la température doit être poussée  jusqu'à 220°C  (fig.  1) - tem-
pérature  où  les phases polaires ne  résistent pas  longtemps;  pour un 
contr8le plus rapide,  on travaillera sur une  colonne apolaire  (ex:  ~  SE52 
sur Ae.ropak  36  )  qui  supporte facilement  ces températures.  Les  aci-
des  oléique et linoléique ne  seront  pas  séparé~ mais la détermination de 
l'acide 
ricinoléique  lui-même  peut être  très précise. 
Les  huiles analysées et employées  dans  les essais de  "marquage"  décrits 
ci-après avaient  les compositions en acides  gras  suivantes: 
Cl6:  1,3 à  1,~ 
Cl8:  0,8 à  1,2% 
Cl8:1  4  à6% 
Cl8:2  5  à?% 
Cl8:3 +  Cl8:2  conj 0,5 à  1% 
Cl8  1  OH  83  à  88.fo 
Cl8 2  OH  1% 
Du  fait  de  la polarité du  groupe  hydroxy,  les triglycérides de  l'huile 
de  ricin ont  une  polarité très différente des triglycérides ordinaires 
des  corps gras.  Cette propriété permet  de  les séparer très facilement  de 
ceux-ci par chromatographie  sur couche  mince  de  gel  de  silice. 
Lorsqu'on utilise un  solvant  de  développement  usuel tel qu'un mélange 
d'éther de  pétrole et d'éther éthylique,  la triricinoléi ne  qui  constitue 
environ  70%  des triglycérides de  l'huile de  ricin possède  un R  f  infé-
rieur à  celui des  1-2 diglycérides normaux  des beurres et  à  celui des 
stérols et  supérieur à  celui des monoglycérides  des  acides habituels des 
graisses alimentaires. 
Il y  a  plus de  2qfo  de  triglycérides contenant  deux molécules d'acide 
ricinoléique et très peu de  triglycérides ne  contenant  qu'un groupement 
acide  ricinoléique,  des traces  (moins  de  o,~) de  triglycérides d'aci-
des gras ordinaires. 
Achaya et col  QS)  sur la base  de  séparations des  glycérides par chromato-
graphie sur couche  mince  et d'analyses d'acides gras en chromatographie 0 
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Fig.  1:  Chromatographie  gazeuse  des  acides de  l'huile de  ricin 
(esters méthyliques). 
Col.  DEGS  220°C 
1:  Cl6  1,~ 
2:  Cl8  1  % 
3:  Cl8:1  5  % 
4:  C18:2  6,4% 
5:  C18:3  + C18:2  0,6% 
6:  C18  1  OH  85,5% 
1  2  3  4  6 
2  4  6  19  '20  22  24  min. - 33-
Fig.  2:  C.c.m.  sur gel  de  silice des  glycérides  de  l'huile de  ricin et du beurre 
Ether de  pétrole 60-80  Diéthyléther - H.Ac  (50  -50-2) 
F 
6 
5 
4 
3 
2 
1 
0 
..  E:--;;::o •tA~W•t  .~1' 
f:.J5:!  ..  :·~"\~:··. :-"":· ~ 
A.  Huile  de  ricin:  2  microlitres 
0  Origine 
1  1-2 Diglyc.  de  l'ac.  ricinoléique 
2  1-3 Diglyc.  de  l'ac.  ricinoléique (tr) 
3  Triricinoléine 
F 
6 
5 
4 
3 
2 
0 
·-··  1  .,  ...... 
__________________ j 
B.  Beurre normal:  20  microlitres 
0  Origine 
1  Monoglycérides  (traces) 
2  Diglyc.  1-2 + stérols 
3  Diglyc.  1-3  (traces) 
4  Diricino-oléine +  stérols  4  Acides  libres 
5  Dialkyl ricinoléine + stérols  5  Triglycérides 
6  Stérides + triglycérides ordinaires (tr) 6  Stérides et hydrocarbures 
F  Front  du solvant  F  Front  du  solvant - 34-
Fig.  3:  C.c.m.  de  gel  de  silice des  glycérides  des beurres et des beurres tracés 
Eth de  pétrole 60-80 Diéthyl éther - H.Ac  (70  - 30  - 2) 
F 
10 
9 
8 
A  B  c 
•  _,.,.. 
-----
A.  Beurre normal:  10  microlitres 
B.  Beurre normal  +  1%  ricin:  10  microlitres 
c.  Huile  de  ricin:  0,5 microlitre 
0  Origine 
1  Diricino1éine 
2  Monoelycérides 
3  Triricinoléine 
4  Alkyldiricinoléine 
5  1-2 Diglycérides 
6  Cholestérol +  phytostérols 
1  1-3 Dig1ycérides 
8  Acides  gras 
9  Triglycérides 
10  Stérides + hydrocarbures 
F  Front  du solvant - 35-
gazeuse  ont  estimé la composition glycéridique  de  l'huile de  ricin 
comme  suit: 
Triricinoléine:  68,2fo 
r·~ 
linoléodiricinoléine 
:Monoalkyldiricinoléine:  23,1%  7,5%  oléodiricinoléine 
7,3'/o  d'autres diricinoléines 
Dihydroxystéarodiricinoléine:  4,9%  (28fo  de  diricinoléine totale) 
Dialkylricinoléine:  moins  de  4% 
Triglycérides ordinaires:  moins  de  1% 
Cependant,  sur la base  de  l'analyse des glycérides en chromatographie 
sur colonne,  Pokorny  (19)  estime que  la composition en triricinoléine 
de  l'huile de  ricin  est  un peu plus élevée et cite le taux de  77,$%. 
Il y  aurait un  pourcentage non négligeable  de  glycérides partiels. 
De  toute  m~ière, une  composition de  l'ordre de  70%  de  triricinoléine 
et  2~ d'alkyldiricinoléine telle que  nous  l'avons constatée est certai-
nement  très proche  de  la composition moyenne. 
Les  corps  gras naturels étant constitués pour la partie principale par 
des triglycérides, il sera très facile  de  mettre  en évidence  des  quanti-
tés aussi minimes  que  1%  d'huile  de  ricin dans  une  autre huile végétale 
ou  animale  (20). 
Le  schéma  suivant illustre une  méthode  simple  de  séparation des  glycé-
rides  de  l'huile de  ricin par chromatographie  sur couche  mince  de  gel 
de  silice  (Fig.  2). 
Conditions opératoires: 
Plaque  de  gel  de  silice Merck  F  254;  10  x  20  cm  - 0,25  mm  d'épaisseur 
Développement:  Ether de  pétrole - oxyde  d'éthyle - acide acétique 
50  - 50  - 2 
Le  développement  est arr@té à  15  cm  de  la ligne  de  départ 
Prise d'essai:  2  microlitres d'huile de  ricin 
soit 200  microlitres d'l solution à  1%  dans  le chloro-
forme. 
Révélateurs:  2Q%  d'acide phosphomolybdique  dans  l'éthanol 
Solution saturée de  bichromate  dans  l'acide sulfurique 
concentré  • 
La  plaque est  déposée  à  l'étuve à  105°C.1  pendant  15  à  20  minutes. - 36-
La  révélation par l'acide  ph~sphomolybdique permet  la mise  en évidence 
aisée  de  0,5pl de  triricinoléine séparéeà partir de  10  microlitres 
d'un beurre contenant  1%  de  ricin. 
En  pratique on  peut effeqtuer une  dilution de  10%  de  beurre  dans l'éther 
de  pétrole et déposer 0,1 ml  de  la solution en spots  ou  en  tra~ts sur 
une  ligne tracée  à  2,5  cm  de  la base  de  la plaque. 
Dans  le cas d'une  chromatographie  en  couche  mince  de  gel  de  silice 
avec le développement  par le solvant Ether de  pétrole  (60-80)  ~her 
éthylique - Acide  acétique  70  - 30  - 2,  on  a  sensiblement  les  Rf sui-
vants  (Fig.  3) 
Monoglycérides  d'acides gras 
Triricinoléine 
1-2 Diglycérides 
Stérols 
1-3 Diglycérides 
Trielycérides ordinaires 
3.  Choix  du  taux  de  traceur  =========================== 
0,04 
0,13 
0,25 
0,30 
0,45 
0,90 
Le  taux d'huile  de  ricin admissible  comme  traceur dans  le beurre étant infé-
rieur à  ~~comme pour toutes les huiles alimentaires,  l'analyse doit pouvoir 
mettre  en évidence  des proportions vingt fois moindres  pour la détection de 
mélanges  de  beurres normaux  et  de  beurres tracés. 
En  pratique il sera  extr~mement difficile de  déterminer avec  une  précision 
suffisante des taux voisins  de  1%  d'acide ricinoléique  dans  le beurre. 
En  conséquence,  le choix de  la dose  de  traceur ne  sera pas fonction  de  la 
sensibilité que  1'  on  peut  obtenir par les méthodes  de  chromatographie  gazeuse1t,,. 
Puisqu'il n'y a  pas  de  triricinoléine dans  le beurre,  la chromatographie  sur 
couche  mince  peut fournir ici un test de  choix. 
La  sensibilité de  ce test est en théorie illimitée;  en pratique,seule la sen-
sibilité des  révélateurs utilisés et la charge  de  substances à  séparer pour 
une  épaisseur de  couche  donnée  constitueront  les facteurs  limitatij8 mais 
il existe  de  nombreuses  possibilités d'agir sur la sensibilité du  test de  mi-
se  en évidence  en modifiant  les conditions  de  la chromatographie. 
Pour une  analyse  de  routine,  il est cependant clair qu•on utilisera presque 
exclusivement  des  plaques normales  avec  des  conditions normales  de  développe-
ment  et de  révélation. 
Des  essais ont  donc  été effectués sur plaques ordinaires de  gel  de  silice 
type Merck  F  254;  20  x  20  6m  - 0,25  mm  (Fig.  3). - 37-
Divers systèmes  d'éluants ont  été utilisés et il s'est avéré  que  le plus 
simple,  si ce n'est le  rneilleu~peut consister en un mélange  d'éther de  pé-
trole et d'éther éthylique auquel  on  ajoute 1,5 à  ~  d'acide acétique afin 
d'obtenir une  migration meilleure  des acides libres. 
Si on  utilise le mélange  ~her de  pétrole - Ether éthylique - Acide  acétique 
70  - 30  - 2,  la triricinoléine migre  sensiblement  à  mi-distance entre les 
monoglycérides  éventuellement présents  dans  le beurre et les 1-2 diglycérides. 
Les  plaques peuvent  être révélées par une  solution saturée  de  bichromate  dans 
l'acide sulfurique et carbonisation  ~ 180°C.  ou  plus simplement  par la 2-7 
dichlorofluorescéine  (o,~ dans  l'éthanol). 
Le  premier réactif a  l'inconvénient d'une manipulation désagréable  mais  peut 
être utilisé pour des  dosages  approximatifs par densitométrie.  Quant  à  la 
dichlorofluorescéine,  elle me  permet  pas d'obtenir une  sensibilité aussi 
erande  que  l'acide phosphomolybdique. 
La  chromatographie  sur couche  mince  permet  donc  rapidement  et facilement  la 
détection de  triricinoléine dans  la graisse de  beurre. 
La  détection de  0,05%  de  triricinoléine dans  le beurre ne  poserait pas  de 
problème  et une  sensibilité plus grande  peut être obtenue  sans  grande  diffi-
culté avec  un matériel simple. 
Sur cette ba.se,  le "marquaee"  du beurre par 1  à  1,5%  d'huile  de  ricin serait 
analytiquement  efficace. 
4.  Contrôle  des beurres tracés  =========================== 
La  détermination de  la triricinoléine dans  un beurre"marqué•par addition de 
1  ou  1,5,%  d'huile  de  ricin par chromatographie  sur couche  mince  constitue 
un test et non  une  méthode  d'analyse quantitative. 
On  ne  voit pas  comment  on  obtiendrait une  méthode  quantitative simple:  la 
photodensitométrie  des  composés  carbonisés n'est pas  en pratique  suffisamment 
reproductible et en tout  cas ne  saurait être précise pour des  doses voisines 
de  1%. 
L'extraction de  la triricinoléine par erattage de  la bande  révélP-e  à  la 2-7 
dichlorofluorescéine, suivie  du  dosage  de  la glycérine après saponification 
est une  méthode  bien trop  longue  et trop onéreuse  pour être conduite  dans un 
laboratoire de  contrôle. 
La  chromatographie gazeuse  sur colonne  apolaire est  imprécise  en raison de 
la présence au temps  de  rétention de  l'acide ricinoléique d'acides mineurs du 
beurre  à  20  atomes  de  carbone. 
Le  contrôle le plus simple pourrait  en réalité être effectué par  référenc~ 
en chromatOLTaphie  sur couche  mince. - 38-
Si la dose  de  traceur dans  le beurre est fixée  à  1%  d'huile  de  ricin, il est 
facile  de  réaliser un témoin constitué par du beurre additionné par 1%  d'hui-
le  de  rici11.  Ce  témoin est analysé  en même  temps  qu'une  série de  beurres tracés 
à  contr8ler sur la même  plaque  de  chromatographie  en  couche  mince.  Après ré-
vélation on  compare  par densi  tométrie 1' intensité des  spots  de  triricinolâine.:!;~ 
Cette intensité doit être la même  (± 1~) pour le témoin et les beurres tracés. 
L'huile de  ricin contient  sensiblement  le même  taux de  stérols totaux  (0,29%) 
que  la graisse  de  beurre mais  ce  sont  des  phytostérols  (ca 63.%  de  sitostérol, 
2~ de  stigmastérol,  12%  de  carnpestérol). 
L'analyse  des  stérols peut  confirmer la présence  de  1%  d'huile  de  ricin dans 
la graisse de  beurre. 
5·  Elimination de  l'huile de  ricin de  la graisse  de  beurre  ======================================================= 
L'huile  de  ricin est  soluble  dans  l'éthanol,  mais  on  ne  conçoit pas qu'on 
puisse l'enlever des  lipides du "butter oil" ou sa solubilité est plus grande 
encore,  par un tel solvant. 
Elle est facilement  et entièrement miscible  à  la graisse  de  beurre à  des  tem-
pératures  inférieur~à 50°C  et  son incorporation au beurre  comme  traceur ne 
devrait  pas poser de  problème  d'homogénéisation. 
Les  triglycérides de  l'huile de  ricin ne  seront pas  enlevés par la vapeur 
sous vide  poussé  à  la température  de  180  à  200°C. 
Cependant,  le chauffage  de  la eraisse de  beurre à  haute température est  suscep-
tible de  provoquer une  redistribution partielle de  l'acide ricinoléique au 
sein des  triglycérides.  La  triricinoléine est  en partie détrui·te et  remplacée 
par des trielycérides ne  contenant plus que  deux  ou une  molécule  d'acide rici-
noléique. 
Cette interestérification partielle peut être constatée par chromatographie 
sur couche  mince;  elle réduit la sensibilité du test en diminuant  la teneur en 
triricinoléine,  cette diminution étant  compensée  par l'augmentation d'autres 
triglycérides moins  facilement  identifiables. 
6.  Conclusions  =========== 
L'huile  de  ricin à  la dose  de  1%  dans  le beurre est facilement  déterminable. 
Une  telle dose  permettrait le dépistage par un test simple,  rapide et peu coû-
teux de  moins  de  ~  de  beurre tracé  dans  un beurre  normal. 
Le  contr8le  de  l'huile de  ricin peut  se faire par chromatographie  gazeuse  des 
esters méthyliques  des acides gras sur la base  d'une  teneur minimum  de  80% - 39-
d'acide ricinoléique pour une huile normale. 
Le  test  de  la présence  d'huile de  ricin dans  la graisse butyrique  consiste 
dans  la mise  en évidence  de  triricinoléine par chromatographie sur couche  min-
ce  de  gel de  silice.  Le  contr81e  peut  être effectué par une  technique  chroma-
tographiqu~ par comparaison avec  un témoin. 
Un  chauffage prolongé  des beurres  "marqués",  en provoquant  une  réinterestéri-
fication partielle,est susceptible d'abaisser quelque  peu la sensibilité de 
ce test,  sans pour autant  compromettre  sérieusement  son efficacité. 
I  - B L'huile de  ricin hydrogénée 
L'huile de  ricin hydrogénée  est utilisée dans  l'industrie des  corps gras  comme 
agent  émulsifiant et  comme  agent  épaississant.  C'est un  corps  gras très dur à  al-
lure de  cire,  de  point  de  fusion voisin de  87°C. 
1.  Choix du  traceur  ================ 
Les  problèmes  de  nature biologique soulevés par l'utilisation de  l'hui-
le de  ricin hydrogénée  comme  traceur de  la graisse butyrique  ont été po-
sés pour l'huile de  ricin normale et ils ont  été étudiés au cours  du  cha-
pitre précédent.  Cependant  les réticences dues  à  l'effet purgatif de 
l'huile de  ricin normale  ont  disparu. 
L'huile de  ricin hydrogénée,  du fait de  la transformation de  l'acide ri-
cinoléique  en acide  12  hydroxystéarique a  perdu tout effet cathartique 
(4)  (5 ). 
Cependant,l'acide 12  hydroxystéarique est moins digestible que  l'acide 
ricinoléique,  mais  ce fait a  des  incidences négligeables si le taux 
d'acide hydroxystéarique du  régime  alimentaire est  de  l'ordre de  1%. 
Rappelons  ici que  la consommation par des rats de  1%  d'huile de  ricin 
hydrogénée  dans  un  régime  dont  la fraction lipidique était composée  de 
cette huile plus  19.%  d'une huile de  maïs,  n'entraîne  jamais,  même  après 
plusieurs mois,  une  diminution de  croissance,par rapport  à  un.régime 
témoin contenant  2C/fo  d'huile de  maïs.  Si le taux d'huile de  ricin hydro-
génée  est porté à  10%  et le taux d'huile de  maïs  réduit  d'une proportion 
semblable  à  10%,  un retard de  croissance,dû à  la digestibilité moindre 
de  l'acide 12  hydroxystéarique  s'observe après 8  semaines et s'amplifie 
légèrement  par la suite  (11). 
A une  dose voisine  de  1%,  la présence d'huile de  ricin hydrogénée  dans 
un beurre ne  saurait  donc  poser de  réticences d'ordre biologique. - 40-
Le  problème  économique  est lui aussi  semblable  à  celui posé  par l'utili-
sation de  l'huile de  ricin normale.  Le  prix de  l'huile de  ricin hydrogénée, 
un peu plus élevé  que  celui  de  l'huile de  ricin ordinaire,  restera de  tou-
te manière beaucoup inférieur à  celui pratiqué pour la matière grasse bu-
tyrique  dans  les pays  européens. 
Du  point  de  vue  analytique,  les méthodes  de  détermination de  l'acide 
12  hydroxystéarique  et  de  l'acide ricinoléique sont les mêmes  (voir cha-
pitre 2.2.I.A.) 
Du  fait  de  son point  de  fusion élevé,  la manipulation de  l'acide 12  hy-
droxystéarique est  en 
cinoléique. 
pratique moins  aisée que  celle de  l'acide ri-
2.  Contr8le  de  l'huile de  ricin hydrogénée  ======================================= 
L'huile  de  ricin hydrogénée  comme  l'huile de  ricin naturelle peut être contr8-
lée par chromatographie  gazeuse  des  esters méthyliques  des  acides gras sur une 
colonne  polaire  ou  apolaire,  avec  une  préférence  en analyse  courante pour la 
deuxième  technique.  Le  taux minimum  d'acide 12  hydroxystéarique  devra être de 
8q%.  La  composition glycéridique sera examinée  par chromatographie sur couche 
mince  de  gel  de  silice. 
L'huile de  ricin hydrogénée  du  commerce  qui  a  été utilisée pour les essais de 
"marquage"  a  été analysée  suivant  ces  deux techniques. 
2.1  •  .Q.om,p.2,sitio!!  !!e!.  ~cid~s_g!,a!_ 
Cette composition a  été déterminée par chromatographie  gazeuse  des  esters 
méthyliques  selon les modalités analytiques décrites ci-dessous. 
Instrument: 
Colonne: 
Détecteur: 
Injecteur: 
Gaz  vecteur: 
Enregistreur: 
Aerograph  1520 
Acier inox - longueur 2  m;  diamètre  3  mm 
Phase:  ~  S  E  52 
Support:  Aeropak 30  - 100  - 120 
Température:  progr.  170  à  270°C. 
FI D 
Tempér.  300°C. 
Tempér.  300°C. 
Azote:  35  ml/min. 
Sargent:  1  m. v. - 41-
Fig.  4:  Chromatographie  gazeuse  des acides gras de  l'huile de  ricin 
hydrogénée  (esters méthyliques). 
Col.  ac.  inox 2  rn  x  3  mm  5%  SE  52  sur Aeropak  30-100-120 
Attén:  Cl4,  Cl6,  C18,  Cl8  2  OH:  x  1 
Cl8  1  OH:  x  4 
Cl8  Cl8  1  OH 
C16  x  4 
C14  C18  2  OH 
4 
200°C 
6  8  10  12  14  16  min. - 42-
Composition:  Acide  myristique  Cl4  0,1% 
Acide  palmitique  Cl6  1,1% 
Acide  stéarique  Cl8  10,7% 
Acide  oléique  +  isomères  Cl8:1  o,éf/a 
Acide  12  hydroxystéarique  Cl8  1  OH  87 t afa 
Acide  dihydroxystéarique  Cl8  2  OH  0,5% 
Elle peut  être estimée après  chromatographie  sur couche  mince  de  silice, 
révélation par carbonisation et densitométrie. 
L'huile de  ricin hydrogénée  comprend presque  exclusivement  deux types  de 
triglycérides:  la trihydroxystéarine et la stéarodihydroxystéarine,  le 
premier type étant trois à  quatre fois plus  représenté  que  le second. 
Les  diglycérides  sont  en quantité très faible et le taux des  monoglycé-
rides se  réduit  à  des traces.  La  composition glycéridique est sensible-
ment  la même  que  celle obtenue  pour l'huile de  ricin,  mise  à  part l'hy-
drogénation des  acides  insaturés  (voir chapitre 2.2.1.2.). 
3.  Choix  du  taux de  traceur  ======================== 
Comme  pour  l'huile de  ricin ordinaire,  on  peut fixer le taux du  "marquage" 
à  1  ou  1,5%  d'huile de  ricin hydrogénée  dans  le beurre,  avec  les mêmes  garan-
ties d'efficacité pour la détermination de  l'acide 12  hydroxystéarique  ou de 
la trihydroxystéarine qui avaient  été obtenues pour l'acide ricinoléique et 
la trihydroxyricinoléine. 
4.  Contr8le  des beurres tracés  --- ---
4.1.  !:[é!,h.2,d~s-~al.Yiig.u~s-
Ces  méthodes  sont  celles signalées pour l'huile de  ricin normale  (cha-
pitre 2.2.I.A.).  On  contr8lera la présence d'huile de  ricin hydrogénée 
dans  les beurres tracés par la mise  en évidence  de  la trihydroxystéarine. 
Ce  contrôle  peut  être effectué par chromatographie  sur couche  mince  de 
gel  de  silice.  On  réalise ainsi un test  simple  de  mise  en évidence  du 
traceur.  Toutefois,  la sensibilité de  la révélation par l'acide phospho-
molibdique  est un peu plus faible  pour l'huile de  ricin hydrogénée  que 
pour l'huile de  ricin normale.  Il n'y a  pas  de  méthode  simple  et précise 
permettant  le dosage  de  l'acide 12  hydroxystéarique  en quantité voisine 
de  1%  dans  le beurre,  mais  on  peut effectuer des tests comparatifs. - 43-
4. 2.  Q.b.2_e!:v~tio!!s_eE!.Piri<@e.2. 
L'huile de  ricin hydrogénée  ayant  m1  point  de  fusion voisin de  87°C,elle 
pose  des  problèmes  de  solubilité dans  la matière  grasse  du beurre. 
Le  traceur qui peut  se présenter sous  forme  de  paillettes ou  de  poudre 
granulée devrait être dissous  à  une  température  de  90°C  dans  un prémé-
lange  à  30%  environ d'huile hydrogénée  dans  la graisse  de  beurre.  Une 
dilution définitive pourrait être effectuée  à  température  moins  élevée 
à  partir du  mélange  concentré.  ~mme si on  dispose  de  poudre très fine, 
dans  le  cas  du beurre,  il serait très difficile d'obtenir des mélanges 
homogènes  par simple malaxage  à  température  ordinaire;  aussi l'utilisa-
tion éventuelle  de  l'huile de  ricin hydrogénée  devrait être réservée  à 
la graisse de  beurre fondue  et non  au beurre  lui-même. 
A la dose  de  1%  dans la graisse butyrique,  l'huile de  ricin hydrogénée 
joue le  r8le d'un agent  épaississant et le "butter oil" tracé  de  cette 
manière  se distingue  généralement  des  "butter oils" purs par une  clari-
fication difficile et  incomplète  à  50  et même  à  60°C.  Cette absence  de 
limpidité constitue un  indice très simple et observable  rapidement  qui 
permettrait  de  distinguer les graisses tracées et les graisses normales. 
L'huile de  ricin hydrogénée et en particulier l'acide 12  hydroxystéarique peu-
vent  difficilement être enlevés des beurres par des  procédés économiques. 
Comme  pour l'huile de  ricin,  l'élévation de  la température est toutefois su-
sceptible  de  provoquer un  réarrangement moléculaire au sein des  glycérides, 
réarrangement  qui  pourrait  faire  décroître fortement  les proportions 
de  trihydroxystéarine  des beurres tracés.  Cependant  l'acide hydroxystéarique 
lui-même  ne  sera pas  éliminé par des  procédés  de  désodorisation sous vide par 
la vapeur. 
Les propriétés physiques  de  l'huile de  ricin hydrogénée  incitent plut8t  à  pen-
ser qu'on pourrait peut-être se baser sur des  méthodes  industrielles de  cris-
tallisation fractionnée  pour séparer celle-ci de  l'huile de  beurre.  L'huile de 
ricin hydrogénée devrait  probablement  être enlevée  le plus  simplement  par des 
procédés de  frigélisation et  de  fractionnement  physique  analogues  à  ceux qu'on 
emploie parfois dans  le raffinage  des huiles,  pour l'élimination des cires. 
Les  techniques  de  cristallisation fractionnée  employées  couramment  dans l'in-
dustrie  des huiles alimentaires ne paraissent pas  encore être utilisées pour 
la graisse  de  beurr~ autrement  que  de  manière  expérimentale.  Cependant,  des 
développements  industriels peuvent  être attendus et il est nécessaire d'en 
tenir compte. -44-
6.  Conclusions  =========== 
Sur le plan biologique,  l'utilisation de  1  à  1,5,%  d'huile de  ricin hydrogénée 
comme  traceur de  la graisse butyrique ne  présente  absolument  aucun inconvénient 
et,psychologiquement,  la disparition de  tout effet cathartique de  l'huile pure 
en ferait un traceur plus aisément  accepté  que  l'huile de  ricin normale. 
Sur les plans  économique  et analytique,  l'huile de  ricin ordinaire et l'huile 
de  ricin hydrogénée  présentent  sensiblement  les mêmœavantages  et les mêmes 
inconvénients. 
Les  avantages  sont  essentiellement la possibilité d'un contr8le rapide,  effectué 
en séries par chromatographie  sur couche  mince  des  glycérides pour les deux ty-
pes  de  traceurs et les indications  immédiates  données  par  l'observation de  la 
fusion à  50°C  de  la graisse tracée par  1%  d'huile  de  ricin hydrogénée. 
Les  inconvénients résident  dans  la difficulté d'un contr5le précis du  "marquage" 
et des beurres  "marqués",  le réarrangement  possible des  glycérides  (diminution 
de  la trihydroxystéarine  ou  de  la triricinoléine) par les traitements thermi-
ques  effectués dans  l'industrie pour les deux types  de  traceurs et les possibi-
lités d'élimination partielle de  la trihydroxystéarine par la cristallisation 
fractionnée. 
Cependant,  l'utilisation de  l'huile de  ricin hydrogénée  comme  traceur de  la ma-
tière grasse butyrique est  susceptible  de  présenter un  inconvénient majeur par 
rapport  à  l'utilisation de  l'huile de  ricin normale.Cet  inconvénient  réside 
dans  sa très grande  dureté  reflétée par le point  de  fusion  de  87°C.  Cette gran-
de  dureté  rend très difficile l'homogénéisation des mélanges  de  graisse butyri-
que  et d'huile  de  ricin hydrogénée,  sans forte  élévation de  la température,  sou-
vent  indésirable. 
En  conséquence,  l'huile de  ricin hydrogénée  pourrait être davantage  un traceur 
des  "butter ails" plut5t  qu'un traceur des beurres.  Si  son utilisation en tant 
que  tel devait être envisagée,  il serait nécessaire  de  règlementer au préalable 
les conditions du  "marquage"  afin de  garantir l'homogénéisation  des  produits 
"marqués". 
Par son caractère d'agent  épaississant,  l'huile de  ricin hydrogénée  rend trouble 
à  la vue  la graisse butyrique fondue  à  50°C,  si son taux de  dispersion dans 
celle-ci atteint seulement  1%.  Par ce  caractère,  le "marquage"  de  la matière 
grasse butyrique par  1%  d'huile de  ricin hydrogénée  offre  des possibilités de 
détection quasi  immédiate. 
D'autre part,  l'huile de  ricin naturelle et l'huile de  ricin hydrogénée  peuvent 
être décelées fort  simplement  par un test utilisant la chromatographie sur cou-
che  mince;  ce  test très rapide  présente une  sensibilité suffisante pour les be-
soins du  "marquage",  si la dose  de  traceur est  de  1%  du  poids  de  la graisse bu-
tyrique. - 45-
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II  •  LES  TRIGLYCERIDES  PREPARES  I1IDUSTRIELJ..Er,1E!NT 
Choix du  traceur  ================ 
Il ressort  d'une  étude  récente  (1),publiée  dans le cadre  des  informations inter-
nes  sur l'agriculture par la Commission  des  Communautés  Européenne~ que  la re-
cherche  de  traceurs efficaces de  la matière  grasse butyrique pouvait être avan-
tageusement  orientée vers les triglycérides d'acides  impairs préparés par l'in-
dustrie. 
Il est bien connu que,parmi  les glycérides  du beurre,  ceux qui  contiennent  des 
acides  impairs  inférieurs sont  excessivement  peu représentés.  En  effet,  les 
acides gras  impairs inférieurs ne  se trouvent qu'à l'état de  traces dans  le beur-
re  et les premières estimations sérieuses de  ces traces datent  du  développement 
des  méthodes  de  chromatographie  ga$euse. 
Jrunes  et r.J:artin  (2)  signalent la présence  dans  la graisse de  lait d'environ 
0,01%  d'acides saturés à  5  atomes  de  carbone  (C5),  de  0,0~ d'acides saturés à 
7  atomes  de  carbone  (C7)  et  de  0,03%  d'acides saturés à  9  atomes  de  carbone  (C9) 
Les  proportions des  acides  pai~s sont1 comme  on  le sait,beaucoup plus considéra-
bles. 
Le  tableau suivant,extrait d'une  revue  sur les acides gras  du  lait de  Ra.  Jensen 
et col.  (3  ).~ illustre la composition  de  la matière grasse  du  lait de  vaches  en 
acides  saturés à  chaîne  droite. 
Acides  saturés de  la graisse butyrique  (3) 
Acide  Taux%  Réf.  Acide  Taux  ~b  Réf. 
2:0  0,09  4  16:0  25,24  2 
4:0  3,57  4  17:0  0,70  5 
5:0  o,ot  2  18:0  11,90  2 
6:0  2,22  2  19:0  0,05  6 
7:0  0,02  2  20:0  0,02  4 
8:0  1,06  2  21:0  0,04  6 
9:0  0,03  2  22:0  0,04 
/' 
0 
10:0  1,88  2  23:0  0,01  6 
11:0  0,12  5  24:0  0,02  6 
12:0  2,96  2  25:0  0,01  7 
13:0  0,10  2  26:0  0,02  6 
14:0  11,20  2  27:0  tr  8 
15:0  1,52  5  28:0  tr  8 - 47-
Cependant,  les valeurs citées sur ce  tableau ne  représentent  qu'une  composition 
plus  ou  moins  moyenne,  car les acides gras  de  la graisse du lait varient  dans 
de  larges limites,en fonction principalement  du  régime  alimentaire:  toutefois, 
les variations les plus  importantes ne  concernent  pas les acides  à  nombre  d'ato-
mes  de  carbone  inférieur à  10,  du  fait que  ceux-ci ne  se  rencontrent  pas  ou ne 
se  rencontrent qu'à l'état de  traces dans  l'alimentation normale  des ·vaches lai-
tières et qu'ils trouvent  donc  leur origine  dans  des  processus  de  synthèse au 
sein de  l'organisme. 
L'acide énanthique  (C7),  toujours  à  l'état de  traces dans  le beurre,  a  l'avantage 
d'être déterminé par chromatographie  plus. aisément  que  l'acide valérique  (C5), 
en quantité tout aussi négligeable,  et il semble  pouvoir être obtenu commercia-
lement  plus aisément  que  les autres.acides inférieurs. 
L'utilisation,  comme  traceurs de  la graisse butyrique,  de  triglycérides des aci-
des  impairs peut-elle susciter des  appréhensions  de  nature biologique? 
En fait,  cette question peut  être scindée  en deux parties. 
Premièrement,  les acides  impairs sont-ils utilisés biologiquement  par l'organis-
me  animal  de  la même  manière  que  les acides pairs? 
Dvuxièmement,  l'innocuité  des  acides  impairs et de  leurs triglycérides est-elle 
totalement  prouvée? 
a) Utilisation biologique  des  acides  impairs 
En  ce  qui  concerne  l'utilisation biologique des acides  impairs,  la réponse 
est  indiscutable et précise. 
Les  acides gras  impairs au même  titre que  les acides gras pairs sont parfai-
tement utilisés par les organismes  animaux.  Tous  les ouvrages traitant du 
métabolisme  des  acides gras en témoignent.  Citons particulièrement les ouvra-
ges  de  K.  Lang  (9) et  de  K. S.Markley  (10 ). 
La  seule  différence existant entre le métabolisme  des  acides gras pairs et 
celui des  acides gras  impairs peut être résumée  par les observations suivantes: 
les acides pairs par dégradation oxydative  (bêta oxydation),  contr8lée enzy-
matiquement,  donnent  lieu  à  la formation  de  n  (Acétyl  GoA)  tandis que  les 
acides  impairs,par des  processus similaires,donnent lieu à  la formation  de 
n  (Acétyl  GoA)  +  1  (Propionyl GoA). 
Le  métabolisme  de  l'acide propionique est aujourd'hui bien expliqué. 
L'appareil enzymatique  chez  les organismes microbiens et les mammifères  trans-
forme  l'unité Propionyl  GoA  en Succinyl  CoA,  par une  suite de  trois opéra-
tions successives,suivant  le schéma  ci-dessous: Propionyl  COA  Carboxylase .., 
~iotine C02 
~!éthyl malonyl  COA  mutase .., 
forme  b  ....  .,_ __  _ 
-48-
r~téthyl malonyl  COA 
fonne  a 
Succinyl  COA 
racémase ~ 
(11)  (12) 
L'acide succinique faisant partie du  cycle  de  Krebs,  il intervient ensuite 
une  dégradation oxydative  comme  celle qui  se passe au sein de  ce  cycle. 
Le  stade ultime  de  ia dégradation est la formation  de  C02  et  de  H20,  comme 
avec  l'acide acétique. 
De  nombreuses  publications font  état du métabolisme  des  acides  impairs  dans 
l'organisme,  celui-ci se  ramenant  toujours  à  celui de  l'acide propionique 
(13)  (14)  (15)  (16)  (17).  Ce  dernier est pratiquement  complètement  éclairci 
et les principaux enzymes  ou  systèmes enzymatiques  ont  été isolés et puri-
fiés  (18)  (19)  (20). 
L'obtention de  l'acide propionique  à  partir des  acides  impairs et le méta-
bolisme  de  celui- ci sont  des faits scientifiquement prouvés et ils sont 
actuellement  admis  dans tout le monde  scientifique. Il en résulte donc  que 
l'utilisation des  acides  impairs ne  pose  pas  de  problèmP  biologique. 
b) Innocuité  des  acides  impairs 
L'utilisation biologique  apparemment  normale  d'un  prod~it n'est pas néces-
sairement une  preuve  de  son innocuité.  Le  plus souvent  celle -ci n'est admi-
se qu'à la s~te d'essais toxicologiques.  On  peut  croire cependant  que  dans 
le cas des  glycérides d'acides impairs,de tels essais ne  seront pas néces-
saires. 
En  effet, il est aujourd'hui établi que  les acides  impairs ne  sont pas si 
rares dans  la nature qu'on l'avait estimé il  y  a  une  vingtaine d'années et 
ils sont parfois consommés  par des  groupes  humains  en quantités relativement 
importantes,sans que  l'on ait  jamais remarqué  quelque effet biologique né-
faste.  Dans  la graisse  du lait, leur taux atteint de  2  à  3%,  uniquement 
pour les acides  à  chaine  normale et,si on  ajoute les acides à  chaine rami-
fiée,  ce  taux peut atteindre 4%  (3). Il en va de  même  pour  la graisse de 
boeuf et les graisses de  réserve  de  ruminants  en général  (21}. 
Dans  la graisse de  péritoine de  mouton,  J.  Flanzy et col  (22)  ont trouvé 
jusqu'à 6,5.%  d'acides impairs en Cl5 et Cl7.  Ce  sont pourtant  les graisses 
d'animaux marins et les huiles de  poisson qui contiennent  en général les 
doses  les plus 'levées d'acides  impairs. 
La  graisse de  dauphin et la graisse de  marsouin se distinguent par leur te-
neur élevée d'acide  isovalérique  (jusqu'à 2~) (23).  En  général,  les huiles 
de  poisson contiennent environ ~  d'acides  impairs  (24),  mais Qn  connaît  des 
exceptions remarquables.  Chez  le mulet,  on  peut trouver de  10  à  2~ d'acides - 49-
impairs suivant  l'endroit et la saison où  s'est effectuée la prise (25). 
Des  quantités similaires ont  été mises  en évidence  chez l'éperlan pêché 
sur les c8tes  de  Nouvelle Ecosse  (26). 
Depuis  toujours,  l'homme  consomme  donc  des acides  impairs,  sans qu'il en 
résulte apparemment  le moindre  préjudice. 
Sans  doute,  en général,  cette consommation est -elle très limitée; œpen-
dant~la plupart  des huiles marines  sont  considérées  comme  huiles alimen-
taires.  Un  homme  consommant  quotidiennement  25  gr de  beurreNmarqué~par ~ 
de  triglycérides d'acides  impairs n'absorbera au total pas  plus d'acides 
impairs  que  celui qui  consommera  dans  le même  temps  50  gr de  beurre non 
qmarqué•ou  50  gr de  graisse de  boeuf et bien moins  que  celui qui  consommera 
25  gr par jour de  margarine  à  base  de  quelques huiles marines hydrogénées. 
Or,  on  le verra plus loin,  le "marquage"  du beurre,  requièrera pour être 
analytiquement  efficace,  l'addition de  moins  de  ~  de  triglycérides d'aci-
des  impairs;  en conséquence,  des  essais toxicologiques ne  nous  paraissent 
aucunement  nécessaires. 
Certai~s objecteront peut-être,  qu'en réalité,  ce  sont non  des acides  im-
pairs qui  sont  directement  consommés,  mais  des triglycérides d'un acide 
impair unique,  produits éminemment  peu naturels,  puisque la nature ne favo-
rise guère  la synthèse  des triglycérides d'un acide gras unique.  Cette as-
sertion est exacte,  mais si la nature ne favorise  pas la synthèse  de  tri-
glycérides d'un seul acide gras,  c'est avant  toute autre chose,  en raison 
du  choix fort  large en acides gras  dont  elle dispose  généralement;  si ce 
choix est réduit  (ricin,  amande),  il existe des quantités importantes  de 
certains triglycérides d'acides uniques. 
De  toute  manière~l'action des lipases du  système digestif animal  a  pour 
~ésultat de  scinder les molécules  de  triglycérides en unités plus petites, 
glycérol,  acides gras,  mono  et diglycérides,  qui seront absorbées ultérieu-
rement  de  la même  manière  au niveau de  l'intestin, quelle que  soit la forme 
de  triglycéride originel. 
Les  traceurs choisis doivent  pouvoir rendre  le "marquage"  du "butter oil" 
économiquement  acceptable;  leur prix ne  doit  donc  pas être exorbitant,  eu 
égard à  la dose utilisée et,  dans le cas  où  ceux-ci seraient des triglycé-
rides, il est même  souhaitable que  le prix fixé ne puisse être de  beaucoup 
inférieur au prix de  la graisse butyrique,  afin d'éviter,  en rendant anti-
économique,  toute utilisation excessive. 
En ce  qui  concerne les triglycérides de  l'acide énanthique, il semble bien 
qu'il en sera ainsi. -50-
L'isolement  des  composés  en C7  à  partir de  la décomposition therrnique  de 
produits naturels,  la synthèse et la purification des  triglycérides  de 
l'acide énanthique  sont  des  opérations à  la mesure  de  l'industrie moderne 
des  corps gras;  le produit  obtenu  pourrait  avoir un prix de  revient 
inférieur à  celui pratiqué pour le beurre  dans  la CEE  et nous  avons  reçu 
une  offre d'une  firme  allemande faisant état  de  prix variant  entre 1,62 et 
1,80 U.C.  par kg,  suivant la quantité  demandée. 
Ce  chapitre fera uniquement  mention  de  tests et d'essais réalisés à  partir 
de  triglycérides de  l'acide énanthique,  car il s'avère que  ce  sont  les pre-
miers parmi  les triglycérides d'acides  impairs  dont  on  pourrait  envisager 
une  livraison commerciale  rapide. 
Remarquons  ici que  les problèmes  analytiques posés par la dénaturation des 
beurres par les triglycérides d'acides  impairs  inférieurs ne  sont  guère  dif-
férents  les uns  des autres,  pourvu que  les acides utilisés restent présents 
dans  les beurres  à  des  taux  semblables,  ce qui est  le  cas  des acides valé-
rique et pélargonique par exemple. 
1.3.1. Méthode  anal.ytique  et fondements  de  la méthode  de  contr8le 
La  mise  en évidence  dans  le beurre  du traceur constitué par des triglycé-
rides  de  l'acide énanthique peut être effectuée  simplement  et  rapidement 
en chromatographie  gazeuse. 
Pour des  raisons  de  facilités analytiques,  ce  sont  les acides gras qui 
seront  déterminés  sous forme  d'esters méthyliques et non  les triglycérides 
eux-mêmes.  En  chromatographie  gazeuse  ordinaire,  sur colonnes polaires  ou 
non polaires  longues  de  deux  à  trois mètres et de  quelques millimètres  de 
diamètres,  avec  détecteur à  ionisation de  flamme,  il est  relativement fa-
cile de  mettre  en évidence  0,05,%  d'un acide gras  inférieur quelconque  dans 
une  matière grasse. 
Par exemple,  il sera possible  de  déterminer dans  le beurre toute addition 
d'environ  0,0~~ de  l'un ou l'autre des acides 05,  07  ou  C9  dont  la teneur 
n'atteint  jamais o,o5%  des  acides  gras  de  la graisse butyrique. 
Par contre,  le taux des acides Cll et Cl3  dru1s  le beurre étant  de  l'ordre 
de  0,1%,  la détermination de  l'addition de  quantités  de  l'ordre de  o,o5% 
de  Cll  ou  Cl3  devient  beaucoup plus difficile,  voire aléatoire. 
Sur colonne  polaire d'ailleurs,  l'acide Cll peut  être mal  séparé  de  l'aci-
de  ClO:l,  l'acide Cl3 et les acides  supérieurs  impairs  confondus  avec  des 
acides non  saturés ou  ramifiés;  cette difficulté analytique  rend certaine-
ment  l'utilisation de  leurs triglycérides conmme  traceur~ peu souhaitable -51-
en  comparaison  de  l'utilisation des triglycérides des acides C5,  C7  et C9. 
Si,  comme  nous  l'avons contaté empiriquement  et  comme  le confirme  la lit-
térature,  dans la graisse butyrique,  le taux naturel de  C9  est supérieur 
à  celui  de  C7,  lui-même  supérieur à  celui  de  C5,  soit C9>C7>C5,  le meilleur 
traceur serait l'acide valérique C5,  ensuite l'acide énanthique 07  et enfin 
l'acide pélargonique C9. 
Cependant,  des  quantités aussi faibles que  0,0~ d'un acide gras quelconque 
doivent  être calculées par rapport  à  un étalon interne ou par rapport  à 
un acide gras  du beurre remplissant  cette fonction,  par exemple  l'acide 
caproique  C6  ou l'acide caprylique C8. 
On  a  intérêt à  se  servir de  l'acide caprylique car il est moins volatil et 
sa teneur 1 environ deux  fois moins  importante que  celle de  l'acide caproï-
que,est plus directement  comparable  à  celle des acides  impairs  inférieurs 
et davantage  à  l'acide C7  qu'à l'acide 05. 
D'autre part/l'addition de  triglycérides de  l'acide C7  au beurre  inverse 
le rapport  C7/C9  des  acides gras de  celui- ci.  Ceci  constitue un test très 
simple  de  la présence  du traceur. 
Dès  que  C7/C9  dans une  graisse butyrique est supérieur à  1,  on  peut être 
certain qu'il y  a  eu un apport  anormal d'acide énanthique. 
L'observation du  rapport  C7/C9  permettra de  déceler,  en principe,  des tra-
ces  de  0,01  à  o,o).%  de  triglycérides de  l'acide énanthique additionnés 
en tant que  traceur dans  le beurre. 
1.3.2.  Les  triglycérides de  l'acide énanthigue  (n heptanoique) 
a) Propriétés générales 
Des  trielycérides de  l'acide n  heptanoique nous  ont été fournis par 
une  firme  allemande.  L'acide heptanoique est produit  à  partir de  pro-
cessus  de  "cracking".  L'huile de  ricin semble  ,:  .. constituer la matière 
première principale.  La  synthèse  du triglycéride utilise un catalyseur 
qui est un ester de  titane.  Le  catalyseur est complètement  éliminé par 
le raffinage et ne  peut plus être mis  en évidence par voie  chimique di-
recte. 
Selon les indications données  par la firme  productrice,  la pureté  en 
acide énanthique  (C7)  serait d'environ  9~ et une  pureté supérieure à 
9~ peut être garantie. 
Ces  triglycérides sont fluides  à  température  ordinaire et même  à  0°C. 
C'est une  huile  inodore  légèrement  jaunâtre parfaitement miscible au 
"butter oil". 
L'indice d'acidité est  de  l'ordre de  0,11,  soit~us de  5  fois inférieur 
à  celui d'un beurre ordinaire.  L'indice  de  saponification est  de  l'or--52-
dre  de  388  à  390. 
La  chromatographie  en couche  mince  et sur colonne  de  silice ont  per-
mis d'établir la présence  de  11  à  12,%  de  diglycérides  (1-2 et 1-3 di-
glycérides),  mais il n'y a  pratiquement  pas  de  monoglycérides  (moins 
de  0,1%).  Il y  a  environ  8~ de  triglycérides. 
Une  analyse  des  esters méthyliques  des  acides gras a  été effectuée sur 
colonne apolaire,  ensuite sur colonne polaire. 
Les  esters méthyliques ayant  été préparés en ampoule  scellée par métha-
nolyse,  ceux-ci peuvent  être accompagnés  d'autres substances solubles 
dans les graisses. 
Les  résultats globaux sont  les suivants: 
C6 
Indéterminés 
07 
Ca  0,  7% 
(dont  Cl6,  018,  Cl8:1,  Cl8:2,  014,  Cl2  sous forme  de 
traces)  Ca  3% 
96  à  97%  du  total  (Ca  9~ des  acides gras). 
Les  produits indéterminés paraissent être des  produits relativement  po-
laires formés  au cours  de  réactions organiques. 
En  tout état de  cause,  la pureté  de  ces triglycérides est extrêmement 
grande et tout  à  fait satisfaisante pour la dénaturation des beurres. 
Pratiquement,  lors des analyses courantes  des  esters méthyliques  des 
acides gras,  on  pourra négliger les impuretés et  on  considérera que  le 
produit est pur en acide heptanoïque.  En  effet les  glycéride~au sein 
du  beurre,  ne  constituent en moyenne  que  99%  de  la graisse to-
tale;  d'autre part,  lors de  la détermination usuelle des acides gras 
d'un beurre,  on  néglige généralement  les acides supérieurs à  plus  de 
18  atomes et certains acides  sous  forme  de  traces compris entre C4  et 
Cl8,  de  telle sorte qu'en général  on  ne tient  compte  que  d'environ 95 
à  98%  des  corps volatils séparés sur les colonnes. 
b) Contr8le  du traceur 
Puisqu'il semble très facile  à  l'industrie chimique  de  préparer des 
triglycérides de  l'acide énanthique  pratiquement  purs,  nous  estimons 
qu'on peut fixer la  pureté exigée pour ce  traceur à  9~ d'acide hepta-
noique  au minimum,  non  seulement  parmi  les acides gras
1mais aussi parmi 
l'ensemble  des  substances volatiles éluées sur une  colonne  apolaire  à 
250°0. 
On  procèdera de  la manière  suivante: 
Les esters méthyliques  des  acides gras  sont  préparés par méthanolyse  en 
ampoule  scellée.  Le  produit  de  la méthanolyse  est  injecté en vue  de 
1'  analyse,  sur 'lllle  colonne apolaire  (Ex:  4'/o  SE  52)  et on  évalue les proportions 
respectives  de  07  et des  autres substances.  Le  taux -53-
d'acide  C7  doit  être supérieur à  95%  du  total des  substances éluées  à 
250°C. 
La  somme  de  l'acide C6  et  des  autres substances volatiles doit être infé-
rieure à  5%  de  l'ensemble  des  substances éluées  à  250°C. 
Si  les trielycérides répondent  à  ces  critères,  on  pourra en pratique les 
considérer comme  purs  en acide heptanoïque,  lorsqu'on évaluera leur pro-
portion respective  dans  les beurres dénaturés. 
1.3.3.  Choix du  taux de  traceur 
Le  taux de  trielycérides de  l'acide heptanoïque  qu'on choisira en vue  da 
"marquage"  des beurres sera fonction  de  l'efficacité voulue  pour ce  "mar-
quaee". 
Un  traceur efficace devra être facilement  mis  en évidence,  dans  tous  les cas, 
lorsqu'il se  trouve  à  une  dose  de  % de  la dose  préconisée pour le "marqua-
ge".  Ainsi,  si la dose  préconisée pour le  "marquage"  est  de  1%,  on  doit faci-
lement  pouvoir mettre  en évidence  ~  de  beurre tracé dans  un beurre normal, 
donc  en fait,  on  devra pouvoir déceler une  addition de  0,0~ d'acide hepta-
noïque  dans un beurre normal. 
Ceci  sera parfaitement possible et  les techniques  exposées au mhapitre sui-
vant  seront aisées  à  appliquer. 
Pour le contr8le rapide  de  l'exactitude de  la dose  qui  a  été additionnée  en 
tant que  traceur,  on  effectuera le rapport  C7/C8. 
Dans  la matière  grasse butyrique,le taux de  C8  est en moyenne  de  1,1 à  1,~ 
et les références  de  la littérature indiquent qu'il n'atteint pratiquement 
jamais  2}0. 
En  conséquenc~nous préconisons  comme  dose  de  traceur,  1,2%  soit 12  kg de 
triglycérides de  l'acide heptanoïque par tonne  de  graisse butyrique plut8t 
que  1%  ou  10  kg par tonne. 
Ainsi,  le taux de  C7  d'un beurre tracé sera en moyenne  identique  ou légère-
ment  supérieur aQ taux de  C8  et,  dans tous  les cas,  il sera au minimum  de  60% 
du  taux de  C8  (C7/C8  minimum  = 0,6) et,au maximum,  si on  considère un taux 
minimum  de  C8  dru1s  le beurre naturel de  0,7 à  0,~ de  160%  du  taux de  C8 
(C7/C8  maximum  = 1,6). 
Dans  un beurre tracé par  1,~ de  triglycérides d'acide heptartoïque,  on  aura 
toujours 0,6<C7/C8<1,6. 
Un  tel contr8le,  comme  il ne  concerne  que  les acides  inférieurs relativement 
volatils sera extrêmement  simple,  rapide et  économique.  Il ne  permettra aux 
industriels qui  seront  chareés de  la dénaturation des beurres que  de  jouer 
d'une manière  insignifiante sur le taux réglementaire autorisé  de  traceur en 
vue  de  celle-ci. -54-
1.3.4.  Techniques  d'analyse et  de  contr8le  par chromatographie  gazeuse 
Les  analyses par chromatographie  gazeuse  des  esters méthyliques  des  acides 
inférieurs,  C6,  C?,  C8  peuvent  être effectuées aussi bien sur colonne  polaire 
que  sur colonne apolaire. 
Nous  avons  procédé  aux essais suivant  les deux techniques. 
a)  Chromatographie  gazeuse  sur eolonne apolaire 
App?..rei  1.:  A.erograph  modèle  1520 
Colonne:  Acier inox;  longueur  2m;  diam:  3  mm 
Phase  stationnaire:  4%  SE  52  (phényl  silicone) 
Support:  Aeropak 100  - 120  mesh 
Gaz  porteur:  Azote:  débit:  35  ml/min 
Détecteur:  Ionisation de  flamme  (F.I.D.) 
Injection:  0,1 à  0,2 microlitre 
Températures:  Injecteur 300°C 
(Fig.  1) 
Colonne:  program.  de  120  à  145°C  par 6°C/min et ensuite 
chauffage  rapide  jusqu'à 275°C 
Détecteur:  300°C 
Electromètre:  10  x  8 
Enregistreur:  Sargent;sens.  lmv 
Dans  ces conditions,  l'acide butyrique  {C4)  est élué  après environ 55  se-
condes,  l'acide caproïque  (C6)  après l' 20",  l'acide énanthique  (C?) 
après l' 55",  l'acide caprylique  (CS)  après 2'  35",  l'acide caprique  (ClO) 
après 3'  30".  On  élue  ensuite  les acides gras  supérieurs par chauffage ra-
pide  de  la colonne  jusqu'à 275°C.  Il faut  ensuite laisser refroidir la 
colonne  jusqu'aux environs  de  120°C. 
Avec  le modèle  d'appareil dont  nous  disposons,  il nous  a  été possible  de 
faire une  injection,  c'est-à-dire de  réaliser une  analyse,  toutes les 16 
minutes,  et  on  pourrait réaliser sans  grande  difficulté un gain de  une  ou 
deux minutes  en commençant  la programmation  à  température  plus élevée. 
b)  Chromatographie  gazeuse  sur colonne  polaire  (Fig.  2) 
Appareil:  Aerograph modèle  1520 
Colonne:  Acier  inox;  longueur 2  rn;  diam  3  mm 
Phase  stationnaire:  1~~ D.E.G.S.  (diéthylène glycol succinate) 
Support:  chromosorb  W.  60  - 80  mesh 
Gaz  porteur:  Azote:  débit  20  ml/min 
Détecteur:  Ionisation de  flamme  (F.I.D.) 
Injection:  0,2 microlitre 1
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Températures:  Injecteur:  300°C 
Colonne:  program.  de  132  à  160°C  par 6°C/min et ensuite 
chauffage  rapide  jusqu'à 215°C 
Détecteur:  300°C 
Electromètre:  10  x  8 
Enregistreur:  Sargent:  sens.lmv 
Dans  ces conditions,  l'acide butyrique  (C4)  est élué après environ l' 10", 
l'acide caproïque  (C6)  après l' 40",  l'acide énanthique  (C7)  après 2', 
l'acide caprylique  (c8)  après 2'  20",  l'acide pélargonique  (C9)  après 3', 
l'acide caprique  après 3'  30". 
La  colonne  est ensuite  chauffée  rapidement  jusqu'à 215°C  pour éluer les 
acides gras  supérieurs.  Après  un  temps  suffisant,  on  la laisse refroidir 
en vue  de  l'analyse suivante. 
Il nous était possible avec notre appareillage,  d'effecteur une  analyse 
toutes les 18 minutes,  mais  on  pouvait  encore  gagner au moins  deux minutes 
en  débutant  la programmation à  une  température  de  l'ordre de  150  à  160°C. 
Cependant1plus  on  augmente  la température  initiale, plus les difficultés 
techniques apparaissent  lors de  l'estimation des taux des  acides  inférieurs. 
c) Avantages  et  inconvénients  des  deux techniques  de  chromatographie 
Les  utilisations respectives  d'une  colonne  apolaire  ou  d'une  colonne  po-
laire pour la recherche  des traceurs présentent  des avantages et  des  incon-
vénients. 
1. L'utilisation des  colonnes apolaires 
Ces  colonnes présentent,  si on  les choisit bien  (exemple:  silicone) 
1 
l'avantage de  résister très bien aux hautes températures et aux program-
mations  de  température.  Elles sont utilisables pendant  de  longues pério-
des  et par conséquent,sont  d'un prix de  revient  économique.  Elles seront 
légèrement  plus "rapides" que  les colonnes polaires,  toutœ autrœ condi-
tio~ étant  égale~. 
La  séparation des  acides saturés inférieurs est  largement  suffisante en 
vue  de  leur détermination.  Elles sont  donc  à  préconiser .Plut8t  que  les 
colonnes polaires,  si on  recherche  uniquement  une  addition de  traceur 
sous forme  de  C7,  dans  le beurre.  Cependant,  si on  entend en même  temps 
disposer d'une  analyse  complète  des  acides gras principaux,  les sépara-
tions deviennent  insuffisantes et il est souhaitable d'utiliser des  co-
lonnes polaires. -58-
2.  L'utilisation de  colonnes polaires 
Ce  sont  les colonnes habituellement utilisées pour le dosage  dans  les 
corps gras  des  acides  sous  forme  de  leurs esters méthyliques. 
Ces  colonnes  ont  une  température  limite d'utilisation moins  élevée  que 
les colonnes précédentes,  résistent beaucoup moins bien aux  programma-
tions de  température  et  se  dégradent  relativement  rapidement. 
Cependant,  la séparation des acides  inférieurs saturés est toujours 
beaucoup plus aisée  que  celle des acides  supérieurs insaturés et  saturés. 
Si  on  veut mettre  en évidence  une  addition  de  triglycérides de  l'acide 
énanthique  dans  le beurre,  on  peut  certainement utiliser une  colonne  po-
laire usagée,  qui  ne  donnerait  plus satisfaction pour une  analyse  globa-
le  de  tous  les acides gras. 
Or  de  telles colonnes  sont habituellement  disponibles  dans  tous les la-
boratoires pratiquant  des  analyses d'acides eras par chromatographie  ga-
zeuse.  A ce  point  de  vue,  l'emploi  d'une  colonne polaire peut être aussi 
économique. 
Si  on  désire,  non  seulement mettre  en évidence  la présence  d'une addition 
de  traceur,  mais  aussi disposer d'une  analyse  plus  complète  des  acides 
gras,  il faut bien entendu utiliser une  bonne  colonne  polaire. 
D'autre part encore,  les colonnes polaires séparent mieux les traces  des 
acides  impairs  inférieurs et  donnent  lieu à  une  reproductibilité  supé-
rieure  à  celle  donnée  par les colonnes  de  silicone qui  demandent  une  cer-
taine saturation en acides  gras et  où  on  risque plus facilement  des  phé-
nomènes  de  désorption. 
L'emploi  d'une  colonne polaire  ou  d'une  colonne apolaire ressortira donc 
au  jueement  de  l'utilisateur qui  en décidera suivant  le but  poursuivi 
(mise  en évidence  du  traceur ou analyse  plus  complète)  et en considérant 
le matériel disponible. 
Celui-ci fixera éealement  au mieux de  ses intérêts,  selon le même  but 
poursuivi,  les modalités analytiques  concernant  la technique  de  chroma-
tographie  gazeuse  elle-même  (colonnes,  phases,  températures,  débits ga-
zeux,  détecteur etc  ••• ). 
1.3.5.  Contr8le  de  la présence  du  traceur dans  la matière grasse butyrique 
Ce  contr8le effectué par chromatographie  gazeuse  des  esters méthyliques sui-
'  vant  une  des techniques décrites dans  le chapitre précédent  reposera sur les 
données  suivantes: 
a) Pour les beurres tracés par  l,~s de  triclycérides  de  l'acide énanthique  (C7) 
on  a,  dans  tous  les cas,  0,6 C8<C7<1,6  C8,  avec  en moyenne  C7  = C8  et 
C7<0, 1 c6. -~-
Sur les chromatogrammes  réalisés suivant  les techniques précédentes,  la 
hauteur du  pic de  l'acide C7  sera pratiquement toujours intermédiaire en-
tre les hauteurs  des  pics  des  acides  C6  et C8. 
b) Pour la mise  en évidence  de  beurres tracés par  1,~ de  triglycérides dans 
un beurre normal,  on  aura toujours,  si cette présence atteint seulement 
1  à  2%  de  beurre tracé,  C7~C9, tandis que  dans un beurre  normal~C7 est 
toujours inférieur à  C9. 
Les  chromatogrammes  des figures  1  et  2  donnent  une  image  peut être plus ex-
plicite de  la composition des acides gras  inférieurs de  beurres purs,  de  beur-
res tracés et  de  leurs mélanges  respectifs. Ils illustrent d'une manière élo-
quente,  les possibilités analytiques permises  parl'utilisation de  1,~ de 
triglycérides de  synthèse  de  l'acide énanthique  en tant que  méthode  de  dénatu-
rati~.n de  la matière grasse butyrique. 
Il s'agit probablement  du  meilleur traceur étudié  jusqu'à présent. 
En effet, il est aisément  mis  en évidence  dans  le beurre  avec  une  très grande 
sensibilité.  Inclus dans  un triglycéride, il ne  peut  pas être économiquement 
éliminé  de  la matière grasse butyrique. 
Sa grande  solubilité,  même  à  froid,  dans  les graisses lui assure  une  meil-
leure dispersion au sein de  celles-ci que  la plupart  des traceurs utilisés 
jusqu'à présent et notamment  que  les stérols.  L'homogénéisation de  la graisse 
marquée  est réalisée très facilement. 
Les  prix de  revient  de  la dénaturation et les techniques  de  contr8le  seront 
économiques. 
Il offre la même  sensibilité à  la détection que  le bêta sitostérol, et cela 
par des techniques plus rapides,  moins  onéreuses et  donc  plus économiques. 
D'autre part, il n'offre pas  comme  les stérols,  l'inconvénient d'être présent 
en quantité  supérieure à  des traces dans  les corps gras alimentaires. 
Sa mise  en évidence  sera certainement  plus sensible encore que  celle de  l'aci-
de  érucique  de  l'huile de  colza et  surtout elle sera plus aisée,  plus  rapide 
et moins  coûteuse.  D'autre part, il n'y aura  jamais à  craindre une  influence 
quelconque  du  régime  alimentaire sur la teneur en acide  énanthique  du beurre, 
comme  c'est le cas  pour l'acide éruci,que  (1). 
Si  on  fixe  la dose  de  traceur à  1,2%  de  la matière totale,  12  kg de  trigly-
cérides en C7  seront nécessaires pour marquer une  tonne  de  beurre.  Le  coût 
moyen  du  traceur par tonne  de  graisse butyrique  se  monter~rsensiblement à 
20  u.c.  suivant les propositions reçues,  mais  ce prix est susceptible de  dé-
croître avec  l'intensité de  l'utilisation du  traceur et le développement  de  la 
concurrence  commerciale  pour la fabrication. -60-
Cependant,  pour obtenir le prix dê  revient  du  marquage,  il faut  soustraire  du 
prix du traceur,  le prix de  12  kG  de  graisse butyrique;  si celui-ci est la 
Il 
moitié  de  celui  du traceur,  le prix de  revient  du  marquage,, sera de  1'  ordre  de 
10  U.C./tonnejil sera comparable  au prix de  revient  du 11marquage,,par 100  gr de 
sésamol  par tonne  de  graisse(règlement  CEE  n° 1390/69  du 18/7/69). 
Si le prix de  la  ~Taisse butyrique est plus élevé  que  cette valeur,  le prix 
du-marquage  diminue  ;s'il est plus bas,  il augmente  en  conséquence. 
1/ 
De  toute manière,  puisque  le
11marquage1;par 12  kg  de  triglycérides  de  l'acide 
énanthique  rend praticable et  à  un prix compétitif,  l'utilisation de  certains 
débouchés  pour les excédents  de  beurre,  en permettant un contr8le aisé  du 
destin de  la graisse •marquée
1
:  1' opération paraît assurément  rentable. 
Les triglycérides de  l'acide énanthique  (C7  ou n  heptanoïque)  constituent au 
point  de  vue  sensibilité, efficacité et économie  un excellent traceur possi-
ble pour la matière  gTasse butyrique. 
Les  acides  impairs,  suivant  les spécialistes de  la nutrition,  sont parfaite-
ment  métabolisés au sein des  organismes  animaux et,  à  dose  minime,  comme  ce 
. t  1  1  b  ,,  ,  /1  seral  e  cas pour  es  eurres marques,  ils ne  sauraient  en aucun cas avoir 
un effet toxique quelconque. 
Leur emploi  en tant  que  traceur pour la dénaturation des beurres peut  donc 
être préconisé  sans  crainte. 
Les  triglycérides de  l'acide énarrthique  étant  les seuls que  nous  avons  pu étu-
dier actuellement et que  nous  savons  pouvoir être rapidement  commercialisables 
à  un prix  écono~iquement acceptable,  nous  estimons  que  les propositions sui-
vantes  sont  de  nature  à  favoriser un  "marquace"  efficace  des  excédents  de 
beurre: 
a)  L'emploi  comme  traceur d'une  dose  de  1,2,%  de  triclycérides de  synthèse  à 
plus  de  97;~  d'acide heptanoïque. 
b)  Le  contr8le  du  "marquage"  par chromatoe;raphie  r;azeuse  selon le critère 
suivant: 
Beurre tracé:  o, 6  cs <  c7 <  1, 6  cs 
c)  Le  contrôle  de  la pureté  des  beurres par chromatoeraphie  gazeuse  selon·.~_ les 
critères suivants: 
Beurre normal: 
Beurre additionné par  27~  ou  plus 
de  2%  &e  beurre tracé: 
C7<C9 
C7>C9 - 61-
N.B.  Pour des  considérations  économiques,  si le prix du  "marquage"  s'avérait 
encore  trop élevé  (prix très bas  de  la graisse butyrique  à  dénaturer),  le 
taux de  traceur fixé  à  1,2,%,  pourrait être éventuellement  réduit  à  1%, 
soit 10  kg de  triglycérides de  l'acide heptanoïque par tonne  de  graisse 
butyrique. 
Dans  ce  cas,  le contrôle  du  "marquaee"  (1-5  b)  se ferait  selon le critère: 
Beurre tracé:  0,5 C8<C7< 1,5 C8 
Quant  aux critères permettant  le contrôle  de  la pureté  des beurres 
(1  - 5  - c),  ils pourraient être gardés  sans modification. 
Pour des  raisons analytiques, il n'est pas  indiqué  de  descendre  en-dessous 
de  1%,  car dans  ce  cas,  le critère C7>C9  permettant  le dépistage  des beur-
res additionnés de  2%  de  "butter oil" tracé devient  techniquement  très 
difficilement contrôlable,  et pour des  doses  de  0,7 à  0,8%  de  traceurs,  il 
pourrait ne  plus être vérifié. -62-
2-2-II.Bib1io~raEhie  ======-==-=== 
1.  Commission  des  Communautés  Européennes;  Informations internes sur l'Agri-
culture 74  - Mai  1971 
2.  James  A.T.  and Martin A.J.P.;  Biochem.  J., 63:  144- 1956 
3.  Jensen R.G.,  Quinn  J.G.,  Carpenter D.L.  and Sampugna  J.;  J.  Dairy Sei. 50-
119 - 1967 
4•  Hawke  J.C.;  J  Dairy research 24:  336- 1957 
5.  Kawashiro I., Ta.nabi  H.  and Iskii A.;  Chem.  A"bstr.  55:  26291  - 1961 
6.  Hansen R.F.,  Shor1a.nd F.B.  and Cooke  J.N.;  J.  Dairy research 26:  190- 1959 
7.  Herb  S.F.  and )mdidman  P.L.  and Riemenschneider R.W.;  J.  Am.  Oil Chemists'  Soc. 
39:  142  - 1962 
8  !verson J.L.,  Eis~er J.  and Firestone D.;  J.  Am.  Oil Chemists'  Soc.  42:  1063-
1965 
9.  Lang K.;  Biochemie  der Ernahrung,  561,  Steinkopff Verlag- Berlin 1970 
10.  Markley F.K.;Fatty acids - Sec.  Ed.  Part III,  1515,  Interscience  Publi~ers -
New-York  1964 
11.  Flavin M.,  Ontiz P.J., Ochoa  S.;  Nature,  4487,  823- 1955 
12.  ~fle J.D.  and al;  J.  Biol.  Chem~239, 6,  1920  - 1964 
13.  Lardy H.A.  and Adler J.;  J. Biol.  Chem.  219,  943- 1946 
14.  Friedberg F.,  Adler J.  and Lardy H.;  J. Biol.  Chem.  219,  943- 1946 
15.  Flavin M.  and Ochoa  S.;  J. Biol.  Chem- 220,965- 1957 
16.  Flavin M.,  Mendoza  H.C.  and Ochoa  S.;  J.  Biol.  Chem.  229,  981 
17.  Beek W.,  Flavin M.  and Ochoa  S.;  J. Biol.  Chem.  229,  997- 1957 
17  bis. Beek  W.  and Ochoa  S.;  J. Biol.  Chem.  232,  931- 1958 
18.  Tietz A.  and Ochoa  S.  J. Biol.  Chem.  234,  1394  - 1959 
19.  Kaziro Y.,  Ochoa  S.,  Warner  R.  and Chen  J.;  J. Biol.  Chem.  236 1  1917  - 196] 
20.  Mazumber  R.,  Sasakawa T.  and Ochoa  S.;  J. Biol.  Chem.  237,  3065- 1962 
21.  Kaufmann  H.F.  und Mankel  A.;Fette- Seifen- Anstrichmittel 7,  541- 1966 
22.  F1anzy J. et col.;  Journées  de  1'ITERG  sur les corps  gras animaux 
Paris  17  - 19  avril 197 2  - Rev.  li' se  Corps  gras 19- 359- 1972 
23.  qunstone F.D.;  59  London  Chapman  and Hall L.T.D.  - 1958 
24.  Gruger E.H.;  Marine Oils- 3- 30- M.E.  Stansby,  the Avi  Publishing Co, 
Westport,  Coo.  1967 
25.  Gruger E.H.,  Nelson R.W.  and Stansby M.E.;  J.  Am.  Oil Chemists'  Soc.  41,  662 
1964 
26.  Addison R.F.  and Ackman  R.G.;  Lipids,  5,  554- 1969. -63-
III.  LES  GLYCERIDES  PAi1TIF.LS  Er  LES  r,J:OJ:TOGLYCERIDES 
1.  Choix  du  traceur  ================ 
Grâce  à  leur polarité moléculaire,  les monoglycérides  et  les diglycérides peu-
vent  être aisénent  séparés des triglycérides par des  techniques  de  chromatogra-
phie.  Il exis-te  deux  types  de  mono  et  de  diglycérides  suivant la position.de 
l'acide  ou  des  deux acides  gras  sur le radical du  glycérol,  les  1  et  2  monogly-
cérides et  les  1  - 3  et  1  - 2  diglycérides. 
Les  diglycérides  se  rencontrent  en quantité beaucoup plus  importantes  dans  les 
matières grasses naturelles que  les monoglycérides  et  les méthodes  qui  permet-
tent  de  les estimer sont moins  nombreuses et plus onéreuses que  celles qui  peu-
vent  être appliquées pour les monoglycérides.  On  rencontre  des  1  - 2  diglycéri-
des  à  des taux supérieurs  à  1%  des  glycérides  de  la graisse butyrique non lipo-
lysée  où  ils constitueraien dœ  produits intermédiaires  de  la synthèse 
des triglycérides. 
Pour toutes ces raisons,  les diglycérides ne  présentent  que  peu d'intérêt  comme 
traceurs possibles  de  la matière  grasse  du lait et nous  nous  limiterons à  l'étu-
de  des monoglycérides  commerciaux.  Ceux-ci  sont  préparés industriellement pour 
servir principalement  d'agents émulsificateurs. 
Les  1 monoglycérides  sont beaucoup plus stables que  les 2  monoglycérides qui  ont 
tendance  à  se  transformer  jusqu'à un certain équilibre  en  1 monoglycérides. 
Ces  derniers peuvent  être dosés par oxydation périodique  suivant une  méthode 
normalisée.  Pour obtenir les monoglycérides totaux selon cette méthode,  il est 
nécessaire  de  procéder à  l'isomérisation des  2  monoglycérides  en  1 monoglycéri-
des  par l'acide perchlorique. 
La  chromatographie  sur plaque  ordinaire de  gel de  silice ou  sur colonne d'acide 
silicique permet  une  séparation convenable  des monoglycérides totaux des  1  - 2 
et 1  - 3  diglycérides et des  triglycérides. 
En  chromatographie  sur couche  mince  de  gel  de  silice imprégné  de  ~  d'acide bo-
rique  on  peut  séparer de  manière  satisfaisante les  1  et 2  monoglycérides  (1). 
Le  lait frais contient naturellement  une  très faible proportion de  monoglycéri-
des,  de  l'ordre de  0,05.%  par rapport  à  la matière grasse et une  quantité plus 
considérable  de  diglycérides,  soit environ 1,  26  à  1,59.%  (2).  Cependant,  dans 
la graisse de  lait rance,  le taux de  monoglycérides peut  dépasser  1%  (3). 
La  teneur totale en monoglycérides  du lait et  de  ses dérivés varie d'ailleurs 
selon les traitements industriels subis par la matière  première.  R.G.  Jensen et 
col.  (4)  donnent  une  teneur de  0,077  ~t/100 gr pour le lait frais,  0,145  pour 
le lait pasteurisé,  0,206  pour le lait homogénéisé,  0,119  pour la crème  à  40%, -64-
0,189  pour le beurre et 0,354  pour certains fromages. 
Pour différents'Cheddars", De  Man(5)  a  mis  en évidence  des  taux de  0,8  à  3,2%  de 
monoglycérides  et  de  5,6  à  15,8%  de  dielycérides. 
Le  beurre frais contiendrait  donc  naturellement  environ 0 707%  de  monoglycérides. 
Cependant,  des  teneurs cinq msix fois plus élevées ne  sont  pas  à  exclure  pour 
des beurres  rances. 
La  présence  de  monoglycérides  en quantités supérieures  à  0,05,(o  de  la matière 
grasse,  dans  le lait et  dans  les beurres,  est  à mettre  en corrélation avec 
le degré  de  lipolyse,  et on  peut admettre  que  dans  un beurre  de  qualité  com-
merciale,  les monoglycérides  totaux n'excèdent  pas 0,1%. 
Cependant,  les échantillons reçus  dans  un  laboratoire de  contr8le présentent le 
plus  souvent  un  début  d'altération,  voire une  altération poussée  et, dans  ce  cas, 
la teneur en monoglycérides  peut être multipliée au moins  par un coefficient  de 
3 ou 4· 
La  mise  en évidence  de  monoglycérides  dans  le beurre  a  été utilisée en vue  de 
la recherche  de  la présence  dans  le beurre  de  graisses de  substitution obtenues 
par interestérification (6).  L'interestérification conduit  en effet toujours,  à 
la formation  de  quantités variables  de  monoglycérides,  suivant  les conditions 
du  procédé. 
La  présence  de  monoglycérides  dans  le beurre,  en quantités variables suivant  le 
degré  de  lipolyse auquel celui-ci a  été soumis,  conduira naturellement  à  des 
problèmes qu'on ê.tudiera ci-dessous,  mais il importe  premièrement  d'examiner 
si le "marquage"  des beurres par des monoglycérides  peut être accepté biolo-
giquement  et économiquement. 
1.1.  Le  problème biologique 
Les  monoglycérides  existent  à  l'état naturel dans  des  stades  intermédiaires  de 
l'existence des  corps gras.  On  les rencontre  notamment  dans  le tube  digestif de 
l'homme  où  ils résultent  de  l'hydrolyse des triglycérides. 
Ils s'intèerent  donc  sans  danger dans  le métabolisme  des  graisses. 
Commercialement,  les monoglycérides  sont préparés par synthèse. 
Deux  procédés sont utilisés,  l'estérification directe avec  le elycérol et l'in-
térestérification  d'un triglycéride avec  deux molécules  de  glycérol. 
Pour des  raisons économiques,  c'est principalement la deuxième  méthode  qui est 
utilisée dans  l'industrie;  elle nécessite  l'emploi d'un catalyseur,  la réaction 
s'effectuant  sous  pression réduite et  à  une  température  de  l'ordre de  200  à 
250°C.  Le  catalyseur est  souvent alcalin et doit être éliminé par lavase avec 
des  solutions aqueuses  de  sel  ou  de  sulfate de  sodium  ou par des  traitements 
acides. 
Les  monoglycérides  commerciaux  contiennent  environ 50  à  60%  de  monoglycérides, - 65-
40  à  4~~ de  diclycérides et 5  à  10%  de  triglycérides. 
Des  monoglycérides  dont  la pureté atteint  90  à  91%  peuvent  être préparés à 
partir de  ces monoelycérides  industriels par distillation moléculaire. 
En  fait,  ce  ne  sont  pas  les monoglycérides  en tant que  tels qui  sont  à 
craindre  du  point  de  vue  biologique,  mais  les produits de  dégradation et  de 
polymérisation qui pourraient apparaître lors de  la synthèse  à  température trop 
élevée et l'élimination non  complète  du  catalyseur. 
Pour produire  un monoglycéride  conforme  aux exigences  de  l'hygiène, il faudrait 
opérer par estérification directe,  en  l'absence  de  tout catalyseur,  à  des tem-
pératures inférieures à  250°C,  dans  un matériel adapté,  en partant  de  glycéri-
ne  •• codex et d'acides gras bidist  illés  .. et  soumettre  le produit terminé  à  une  ,, 
désodorisation poussée  pour éliminer complètement  les produits secondaires 
formés  au cours  de  l'estérification (7). 
Si  on  considère le problème  législatif, il faut bien avouer qu'à ce  sujet les 
législations européennes  sont fort  discordantes et toujours très prudentes. 
Aux  Pays-Bas,  les mono  et diglycérides  inoffensifs non polymérisés sont  auto-
risés dans  les graisses de  consommation  sans  indication de  dosage. 
En  Belgique  on  admet  leur présence  à  une  dose  maximum  de  1%  dans  les produits 
de  la pâtisserie,  de  la confiserie et dans  les margarines. 
En Italie,  on  autorise  jusqu'à 3.%  de  monoglycérides et diglycérides dans  les 
graisses pour pâtisserie,  mais 0,4%  dans  les margarines. 
En  France,  on autorise l'incorporation de  2%  de  mono-diglycérides  dans  les 
corps  gras alimentaires,  mais  on  spécifie en outre que  ceux-ci ne  peuvent 
contenir que  les acides stéarique,  palmitique,  oléique et linolénique. 
Même  dans  les crèmes  glacées,  les diverses législations admettent  la présence 
de  quantités réduites  de  monoglycérides. 
On  constate généralement  que  la méfiance  dont  font  preuve  les législations  à 
l'égard de  l'utilisation de  monoglycérides  concerne  surtout  les matières pre-
mières mises  en oeuvre,  le matériel et les techniques d'estérification. 
Quant  aux produits laitiers, auxquels  on  veut  garder un  caractère particulier 
de  pureté,  il est psychologiquement difficile de  l'additionner d'un élément 
étranger,  mais il faut noter à  ce  sujet qu'on peut aussi bien fabriquer des 
monoglycérides  à  partir du beurre qu'à partir d'un autre corps gras. 
Pratiquement,  l'incorporation de  quantités de  l'ordre de  2fo  de  monoglycérides 
au "butter oil" ne  devrait  pas  soulever de  problèmes d'ordre biologique puisque 
de  telles doses  sont autorisées  dans les corps gras alimentaires pour plusieurs 
pays  de  la CEE. 
Il faut  espérer une  uniformisation des  législations européennes .à  ce  sujet. -~-
1.2.  Le  problème  économique 
Les  prix commerciaux  des  monoglycérides  industriels varient  suivant  leur natu-
re,  la concentration en monoglycérides  et la pureté résultant  du  procédé  de 
fabrication industrielle. 
On  peut  escompter un prix moyen  de  l'ordre de  0,75 u.c.  par kg pour les mono-
glycérides  à  60%  et  de  1  U.C.  par kg pour les monoglycérides  à  90%. 
Il est évident  que  dans  ces conditions,  le monoglycéride étant destiné  à  être 
utilisé  comme  traceur  et non  comme  émulsifiant,  on  a  tout  intérêt à  se  servir 
du  produit  le plus concentré. 
Un  prix de  1  ou  1,1  U.C.  par kg est parfaitement  acceptable sur le plan écono-
il 
mique  pour la dénaturation du butter oil.  u 
1.3.  Le  problème  analytique 
La  détermination analytique  du taux de  monoglycérides  dans  la graisse  de  beur-
re n'est pas  une  opération facile.  Les monoglycérides  peuvent  être séparés par 
chromatographie  sur colonne  de  gel  de  silice et  dosage  gravimétrique  à  partir 
de  2  gr de  graisse  ou  directement  par oxydation périodique  (1  monoglycérides) 
si leur teneur est relativement  importante.  Cependant,  dans  le cas  de  la grais-
se  de  beurre,  il faut  au préalable procéder à  un  enrichissement  de  la fraction 
à  analyser.  Cet  enrichissement  a  été pratiqué  selon la technique décrite par 
Naudet  (8).  L'oxydation périodique  a  été effectuée suivant la méthode  offici·3l-
le de  l'AOCS(~)Les essais doivent être effectués en triple et la quantité  de 
monoglycérides  soumis  à  l'analyse doit être au moins  de  4 mgr  (10 gr de  butter 
oil). 
En  chromatographie sur couche  mince  de  silice,la limite de  sensibilité obtenue 
pour la mise  en évidence  de  monoglycérides  dans  une  graisse est d'environ  0,0~~ 
et  correspond sensiblement  à  la teneur normale  d'un beurre  relativement frais. 
Cependant  un  dosage  par photodensitométrie est  impossible  à  cette teneur. 
Les  monoglycérides  du lait et  du beurre  ont  encore été déterminés par diverses 
autres techniques plus élaborées,  basées en général sur l'oxydation périodique 
avant  et après  isomérisation  (9)  et  des mesures  colorimétriques par réaction 
avec  l'acide chromotropique  (13).  De  manière  générale,  ces méthodes  sont trop 
onéreuses pour être appliquées  couramment  dans  un  laboratoire  de  contr8le. 
Cependant,  la chromatographie  gazeuse  des  dérivés triméthylsilylés pourrait 
être retenue  en vue  de  l'analyse des monoglycérides  commerciaux  (14). 
Il apparaît  comme  évident  que  le dosage  précis des monoglycérides n'est  pas 
une  méthode  à  préconiser pour le contrôle  de  la pureté  des beurres.  Seul un 
test rapide pourrait être réalisé.  La  chromatographie  sur couche  mince  de  sili-
ce  de  la graisse non  altérée suivie d'une  révélation par carbonisation,  par un 
indicateur fluorescent telle la 2-7dichlorofluorescéine  ou par l'acide phospho-- 67-
molybdique  en solution dans  l'éthanol est la méthode  la plus  indiquée  pour 
réaliser ce test. 
D'autre part,  si le "butter oil" frais ne  parait pas  contenir plus de  0,  1%  de 
monoglycérides,  il n'en est pas  de  même  duhbutter oilhâgé1 ayant  subi un  début 
de  rancissement
1 où  le taux de  monoglycérides  observé atteint 0,3,%  et peut 
être davantage,  de  sorte qu'un échantillon de  graisse altérée  où  on  révèle la 
présence  de  0,~ de  monoglycérides  peut être fortement  suspecté  d'une  addi-
tion de  ce  produit  spus  une  forme  ou  une  autre,mais il n'y a  aucune  preuve 
formelle,à moins  qu'on ne  connaisse  l'origine de  l'échantillon. 
D'autre part,  le  lavage  de  la matière  grasse  a  toujours tendance  à  réduire  le 
taux de  monoglycérides. 
Pour la graisse  de  fromage,  la proportion de  monoglycérides est  de  loin supé-
rieure à  celle existant  dans  le beurre et atteint en moyenne  1  à  3.%  pour le 
Cheddar (5).  Il est évident  que  les monoglycérides ne  peuvent  constituer un 
traceur pour la graisse butyrique  des  fromages. 
Pour le cas  des beurres et  des  "butter oi]s" Jon  peut  admettre un taux maximal 
de  0,2%  pour des  graisses fraîches et 0,3 à  0,4%  pour des graisses rances. 
Si  on  introduit artificiellement  2/o  de  monoglycérides purs dans  un "butter 
oil",  on  pourra donc  rechercher la présence éventuelle  de  10  à  2~ de  ce 
"butter oil" tracé  dans  une  graisse butyrique normale. 
2.  Choix du  taux de  traceur  ======================== 
Pour des motifs pratiques,  étant  donné  que  la présence  de  monoglycérides 
exerce  une  influence sur les propriétés physiques  du beurre,  et pour des rai-
sons  législatives,  parce  que  l'addition de  monoglycérides  aux matières gras-
ses est  souvent  limitée par les législations à  ~' la teneur en monoglycérides 
qu'on pourrait ajouter au "butter oil" peut  difficilement dépasser 2f'o. 
Dans  ce  cas,  une  teneur aussi élevée  peut  être facilement  mise  en évidence 
par chromatographie sur couche  mince  et être tenue  pour tout  à  fait anormale 
pour un  "butter oil" ordinaire. 
Une  telle teneur diluée  10  fois  (10%  de  beurre tracé  dans  un beurre normal) 
sera encore  anormale  pour un beurre  de  consommation,  mais l'interprétation du 
test ne  sera plus possible  dans  le cas de  beurres âgés et rances. 
Différents types  de  monoglycérides  peuvent  être obtenus. Il importe  de  dispo-
ser des  produits les plus purs possibles  (pureté  de  90%  ou supérieure  à  90%), 
exempts  de  catalyseurs. 
Les  monoglycérides  d'acides insaturés peuvent  être mis  en évidence  sur pla-
que  de  gel  de  silice avec une  plus haute sensibilité et par des  révélateurs 
plus maniables  que  les monoglycérides d'acides saturés. -68-
Pour ces derniers,  on  utilisera la 2  - 1 dichlorofluorescéine,  peu sensible 
ou la carbonisation,  méthode  encombrante  et difficilement  reproductible,  en 
contr8le courant,  tandis  que  pour les monoglycérides d'acides insaturés,  on 
pourra effectuer la révéla~ion par une  solution éthanolique  à  20%  d'acide 
phosphomolybdique;  cependant,  les monoglycérides  d'acides  insaturés sont 
souvent  beaucoup moins  purs  que  les monoglycérides  saturés. 
Ce  contr8le est effectué le plus  simplement  par oxydation périodique  suivant 
une  méthode  normalisée  (ex:  AOCS  Cd  11-517- 1960)(9)  (10)  ou  par chromatogra-
phie  sur colonne  de  silice et gravimétrie  (11)  (12). 
Comme  il y  a  toujours un peu de  2  monoglycérides  parmi  les 1  monoglycérides, 
la deuxième  méthode  donne  des  résultats plus précis et  systématiquement  légè-
rement  plus élevés  (5  à  10%). 
Il est souhaitable que  le monoglycéride  préconisé  comme  traceur contienne  au 
moins  90%  de  monoglycérides totaux  (dosage  gravimétrique)  ou  85%  de1monoglycé-
rides  (dosage  par oxydation périodique). 
L'origine du monoglycéride doit  également  pouvoir être contr8lée.  La  composi-
tion des  acides gras sera déterminée  par chromatographie  gazeuse  (fig.  1  et 
2 ). 
Il est  souhaitable,  pour l'alimentation humaine,  d'utiliser des monoglycérides 
obtenus par estérification directe du glycérol par un acide  gras  distillé~  on 
a  intérêt à utiliser un monopalmitate  ou un monoléate  purifié contenant  au 
minimum  90%  d'acide palmitique  ou  90%  d'acide  oléique. 
Généralement  les monoglycérides  commerciaux  sont  cependant  fabriqués  à  partir 
de  graisses animales hydrogénées  ou  de  graisses végétales et nous n'avons pas 
pu obtenir des  monooléates  contenant  au-delà de  80%  d'acide  oléique. 
Etant fluide  à  température  ordinaire,  la monooléine  se prête bien mieux  à 
l'homogénéisation dans  le "butter oil" que  la monopalmitine,  le point  de  fu-
sion de  cette dernière étant  de  l'ordre de  72°C. 
L'addition de  2fo  de  monoglycérides  de  pureté égale  à  90fo  à  rm  "butter oil" 
correspond à  la présence  dans  la graisse tracée  de  1,8%  de  monoglycérides 
totaux réels.  Ceci  peut  être vérifié par la méthode  de  l'oxydation périodique 
ou  plus  simplement  par chromatographie  sur couche  mince  après révélation par 
carbonisation par une  solution concentrée  d'H2so,  saturée par le bichromate 
L!-
et photodensitométrie. 
Cependant  ces méthodes  sont  loneues,  demandent  un matériel spécialisé,  sans F
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Fig.  3  C.c.m.  de  gel  de  silice des monoglycérides et des beurres 
Ether de  pétrole 60- 80- Diéthyl éther H.  Ac.  (50- 50- 1,5) 
Révélateur:  20%  d'acide phosphomolybdique  dans  l'éthanol 
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F  Front - Esters  de  stérols - Hydrocarbures - 72-
garantir une  grande  précision. 
Un  test plus simple  sera réalisé par comparaison avec  un  témoin.  On  dispose-
ra d'un échantillon de  graisse  de  beurre  gardée  au frais auquel  on  aura ajou-
té le taux préconisé  de  monoglycérides.  On  effectuera une  chromatographie 
sur la même  plaque  de  l'échantillon témoin et  des  échantillons à  tester. 
Après  révélation~  on  comparera  à  défaut  de  photodensitomètre  l'intensité de 
coloration des  divers spots  de  monoglycérides. 
Comme  réactif de  vaporisation,  si le monoglycéride  est un monooléate,  on  a 
intérêt à  utiliser une  solution à  2q%  d'acide  phosphomolybdique  dans  l'étha-
nol,  ce  réactif offrant une  meilleure sensibilité pour l'oeil que  la 2- 7 
dichlorofluorescéine et étant plus maniable  que  les solutions d'acide sulfu-
rique  (fig.  3). 
5·  11ise  en évidence  des monoglycérides  dans  les beurres  ==================================================== 
Chromatographie  sur couche  mince  de  gel  de  silice des  glycérides  (fig.  3) 
De  nombreux  systèmes  de  solvants séparent bien les divers types  de  glycérides 
d'une matière  grasse.  Parmi  les plus maniables,  on  trouve  les mélanges  d'étmr 
de  pétrole et d'éther diéthylique. 
Les  mélanges  d'éther de  pétrole  (60  - 80),  d'éther diéthylique  et d'acide 
acétique  (50- 50- 1,5)  sont  capables  de  faire migrer les monoglycérides  à 
une  distance suffisante de  la ligne  de  base  pour qu'il n'y ait pas  de  conta-
mination par des  lipides plus polaires tels les phospholipides. 
La  quantité  déposée  est fonction  de  la sensibilité que  permettra le révéla-
teur. 
Par carbonisation à  l'acide sulfurique  ou  par vaporisation par des  solutions 
à  2üf;  d'acide  phosphomolybdique  dans  l'éthanol,  on  peut  à  la limite mettre 
en évidence  en pratique des  spots  contenant  o,o~  de  monoglycérides. 
Les  beurres normaux  non altérés contenant  pratiquement toujours moins  de 
0,~ de  monoglycérides,  ceux-ci ne  sont  pas  révélés à  partir de  quantités 
déposées  en spots  de  l'ordre de  5 mgT.  de  glycérides totaux. 
On  préparera des  solutions à  10}S  de  g::·aisse  de  beurre  à  examiner dans 1'  éther· 
de  pétrole,  et  on  prélèvera à  l'aide d'une micropipette 0,05  ml  de  chaque 
solution à  examiner que  l'on déposera sur la plaque  de  gel  de  silice à  déve-
lopper. 
Les  spots étant  déposés  à  des  intervalles de  2  cm,  on  peut  réaliser huit 
tests par plaque  plus un  témoin.  Les  plaques  sont  soumises  à  un  développe-
ment  ascencle.nt  sur  15  cm  avec  le solvant éther de  pétrole - éther diéthy-
lique-Acide  acétique  (50  - 50  - 1  ,5 ). 
Les  plaques  sont  séchées  à  l'air libre pendant  20  minutes,  puis vaporisées - 73-
à  l'aide d'une  solution à  2~6 d'acide  phosphomolybdique  dans  l'éthanol et 
séchées  20  minutes  à  l'étuve  à  105°C  si le monoglycéride  susceptible d'être 
ajouté est  du  type  monooléate. 
Si  le monoglycéride  ajouté  contient  essentiellement  des  acides  sarurés 
il faut  procéder par carbonisation à  l'acide sulfurique  ou vaporiser par 
une  solution à  0,21~  de  2  - 7 dichlorofluorescéine  dans  l'alcool,  cette der-
nière méthode  étant un  peu moins  sensible  que  les précédentes. 
Les  monoglycérides  présentent  normalement  un Rf  d'environ 0,15,  les  1  - 2 
diglycérides et  les stérols,  un  Rf  de  0,55 et  les triglycérides forment 
une  bande  plus  ou moins  continue  presque  au front  du  solvant. 
Dans  de  telles conditions,  si les beurres  examinés  sont frais  ou  peu alté-
rés,  c'est à  dire toujours propres  à  la consommation,  les monoglycérides  ne 
seront  pas  mis  en évidence  et  on  ne verra aucun spot  à  l'endroit  de  leur 
migration effective.  On  opère~a avec  un  ou  deux témoins  constitués par un 
beurre frais additionné  de  0,2 ou  0,3~ de  monoglycérides. 
Les  échantillons seront  fondus  à  une  température n'excédant  pas  50°C. 
Le  test permettra donc  de  déceler facilement  10%  d'un beurre  additionné 
de  2%  de  monoglycérides,  dans  un beurre  normal. 
Il est  réalisable grâce  à  une  méthode  très simple,  rapide et  économique, 
puisque  par plaque  de  gel  de  silice du  commerce(± 0,6 u.c.)  on  dépose  9 
spots  (8  tests et un témoin). 
L'interprétation des  résultatfbJ~pu~ette méthode  doit  cependant  être limi-
tée  aux  cas  des beurres frais  ou  peu altérés  (propres  à  la consommation). 
Elle ne  peut  être  conçue  de  la même  manière  et est  donc  difficilement  ap-
plicable  en  ce qui  concerne  l'analyse  de  la phase  grasse  des  fromages  et 
aussi,  fait  qui arrive fort  souvent  dans  la pratique  du contr8le  laitier, 
lorsque  les échantillons ont  subi  une  altération poussée. 
Notons  également  que  la plupart  des  législations autorisent  l'adjonction 
de  monoglycérides  (0,5,%  en moyenne)  comme  émulsificateurs dans  les crèmes 
glacées et les glaces  de  consommation. 
Il est  donc  exclu que  ceux-ci puissent servir de  traceurs dans  de  tels 
produits. 
~ y~~~~~~~~~=~~=1~=~~~g~~~~~~~=g1~~~~~~~~~~=~~~=~~~~~~~=~~~~=1:~~~1~~~~~=~~ 
divers facteurs  =============== 
La  teneur en monoglycérides  de  la phase  grasse  des  produits laitiers dé-
pend en premier lieu de h  lipolyse,  donc  de  l'acidité.  Cependant,  on  n'ob-
serve  pas toujours  une  corrélation étroite entre l'acidité,  la rancidité et 
le taux de  monoglycérides  de  la graisse  de  lait. - 74-
Le  chauffage  de  la matière  grasse  du beurre  à  40  - 50°C  favorise  l'hydro-
lyse  de  la matière grasse et l'apparition de  monoglycérides. 
Des  beurres ne  contenant  que  des traces de  monoglycérides  (  0,1%)  ont  vu 
leur taux augmenter  jusqu'à 0,~ après 8  fusions  successives à  environ 
45°0  pendant  une  demi-heure,  puis réfrigération à  4°C  jusqu'au lendemain. 
Le  chauffage  prolongé  de  la graisse au delà de  70°C  produit uh  réarrange-
ment  partiel des  glycérides que  nous  avons  mis facilement  en évidence  grâ-
ce  à  l'utilisation de  monoricinoléate. 
Les  lavages  répétés des beurres  rances  contenant  un  taux de  monoglycérides 
supérieur à  0,~ peut faire baisser ce taux en dessous  de  cette valeur 
bien que  les monoglycérides ne  soient pas  solubles dans  l'eau. 
Les monoglycérides.étant  solubles dans  la matière  grasse1 sont très diffi-
cilement extractibles  ~ar des  solvants courants;  cependant  leur molécule 
présentant une  partie polaire,  des  lavages  à  l'eau successifs en rédui-
sent  sensiblement  le taux,  tout  en entraînant  cependant  des  pertes en tri-
glycérides.  Un  tel processus d'élimination des monoglycérides serait cer-
tainement très partiel et il ne  pourrait sans  doute  constituer un moyen 
économique  de  réduire le taux de  traceur. 
D'autre part,  les méthodes  de  désodorisation à  la vapeur,  sous vide pous-
sé,  sont  susceptibles d'enlever une  grande  partie  des monoglycérides  en 
même  temps  que  les acidergras.  En  outre,  l'agitation mécanique  entrete-
nue  à  haute  température  provoque  un  réarrangement  de  la structure glycé-
ridique,  de  telle sorte que  la quantité  de  monoglycérides totaux peut 
3tre facilement  réduite à  des  chiffres moins  suspects. 
8. Conclusions  =========== 
Si l'adjonction de  ~  de  monoglycérides  dans  une  graisse  de  beurre est 
de  nature  à  rendre  possible le contr8le rapide  des beurres marqués  par 
un test simple,  le contr8le  des  fraudes  sera plus malaisé et devra se 
limiter à  la mise  en évidence  de  10%  de  beurre*marqué~dans un beurre nor-
mal. 
La graisse  de  fromage,  les crèmes  glacées,  les graisses très altérées 
seront  exclues  du  contr8le pour Jes motifs cités ci-dessus. 
Les  graisses désodorisées  à  la vapeur et  sous  vide  sont  susceptibles 
d'avoir perdu une  quantité  importante  de  leurs monoglycérides,  soit par 
élimination directe,  soit par un réarrangement  glycéridique. - 75-
En  conclusion,  l'adjonction de  monoglycérides  à  la graisse  de  beurre aux 
fins  de  servir d'élément  traceur unique n'est pas  recommandable.  Ceux-ci 
pourraient  par contre être utilisés comme  traceurs d'appoint,  rapidement 
mis  en évidence. 
Dans  ce  cas,  la quantité  additionnée  souhaitable serait de  l'ordre de  2%• 
Il serait  judicieux de  préférer les monoglycérides  formés  par estérifi-
cation directe  de  glycerol  à  usage  pharmaceutique  et  d'un acide  gras 
distillé tel l'acide palmitique  ou  l'acide oléique,  ce  dernier étant 
plus facilement  mis  en évidence  par des  révélateurs  sensibles en  chromato-
graphie  sur couche  mince. 
Le  contr8le  des  monoglycérides  serait effectué par oxydation périodique 
ou par gravimétrie après  séparation sur une  colonne  d'acide silicique 
(monoglycérides  totaux) et par chromatographie  gazeuse  (composition 
des  acides gras). 
Le  contr8le  des  beurres  "marqués''  et la recherche  de  quanti  tés anorma-
les de  monoglycérides  dans  les beurres seraient effectués par chromato-
graphie  sur couche  mince  et révélation par un  révélateur adéquat,  par 
comparaison avec un  ou  deux  témoins. 
On  peut  considérer que  pour un beurre frais  ou  peu altéré  (consommable), 
le taux de  monoglycérides  est  inférieur à  0,2,Po  et même  le plus générale-
ment  inférieur à  0,1%.  Le  beurre très altéré,  le lait rance,  le fromage 
peuvent  contenir plus  de  0,2.%  de  monoglycérides  parmi  la matière  grasse 
totale. 
Le  fait d'obtenir entre 0,1  et 0,2,%  de  monoglycérides  dans  un beurre non 
rance  constitue  donc  un  indice  de  suspicion valable,  mais  la teneur en 
monoglycérides totaux d'un beurre  consommable  doit  dépasser 0,~ pour 
pouvoir être considérée  comme  anormale. 
La  diminution relative du taux de  monoglycérides  des  graisses,  suite  à 
des  lava&es  répétés par l'eau,  à  la désodorisation à  la vapeur sous  vide 
et  au réarrangement  des  glycérides  sous  l'influence des  traitements ther-
miques  énergiques,  l'existence  de  lipolyse  intense  dans  les beurres ran-
ces et les fromages,  la présence autorisée  de  monoglycérides  d'addition 
dans  certains produits laitiers de  même  que  la relative  imprécision des 
tests de  chromatographie  sur couche  mince  restreienent  considérablement 
l'efficacité de  l'addition de  monoglycérides en tant  que  traceurs des 
beurres. - 76-
9·  Cas  particulier  =============== 
Les monoglycérides  de  l'huile de  ricin hydrogénée 
9.1.  Composition et mise  en évidence  du produit  commercial 
Nous  avons  vu au chapitre 2.2.I B que  l'huile de  ricin hydrogénée  pou-
vait constituer un traceur facilement  mis  en évidence  dans  les beurres, 
mais qu'elle pouvait être difficilement utilisée  comme  tel, étant  donné 
son point  de  fusion  (env.  87°C)  trop élevé. 
Les  monoglycérides  de  ricin hydrogéné  ont  un point  de  fusion considé-
rablement  plus bas  (ca 65°C)  et peuvent  être facilement  dispersés  dans 
la matière grasse. 
Ce  sont  des  produits fabriqués  par interestérification du  ricin hydro-
géné  avec  le glycérol,  contenant  environ 45%  de  monoglycérides,  4~ de 
diglycérides et  10%  de  triglycérides.  L'acide  12-hydroxystéarique cons-
titue au moins  80%  des  acides gras  totaux.  Leur prix est  de  l'ordre de 
0,8 U.C.  par kg. 
Les  monoglycérides  de  l'acide 12-hydroxystéarique peuvent  être facile-
ment  mis  en évidence  par chromatographie sur couche  mince  de  gel  de 
silice. 
Si  on  effectue le développement  avec  le même  solvant que  les monoglycé-
rides  des  acides  non hydroxylés,  les monoglycérides  de  l'acide 12-hy-
droxystéarique migrent  à  peine  de  l'origine,  les 1-2  diglycérides  de 
l'acide 12-hydroxystéarique migrent  un  peu moins  loin que  les monogly-
cérides ordinaires et la trihydroxystéarine migre  un  peu moins  loin que 
les stérols. 
Les  monoglycérides  de  l'huile de  ricin hydrogénée  contiennent naturel-
lement  aussi une  proportion importante  de  diglycérides mixtes  de  deux 
acides gras,  dont  l'acide 12-hydroxystéarique et un  acide non hydroxylé, 
et des  traces  de  triglycérides d'acides gras  ordinaires  (Fig.  4). 
9.2.  Avantages  et inconvénients  des  monoglycérides  de  l'huile de  ricin 
hydrogénée 
Par rapport  aux monoglycérides  ordinaires,  les monoglycérides  de  l'hui-
le  de  ricin hydrogénée  sont  plus  solubles  dans  les solvants polaires et 
sont  donc  susceptibles  de  donner  des  pertes plus  importantes par lavages 
systématiques  à  l'eau,  quoique  ce fait n'ait pas  été vérifié. 
Comme  pour les monoglycérides  ordinaires,  les traitements thermiques 
intenses  peuvent  provoquer un  réarrangement  des  glycérides;  cependant 
ici,  l'acide 12-hydroxystéarique demeurant  présent  dans  la graisse,  les 
di  ou  triglycérides  contenant  une  molécule  d'acide  12-hydroxystéariqueson - 77-
Fig. 4  C.c.m.  de  gel  de  silice des  monoglycérides  de  l'huile de  ricin hydrogénée 
Ether de  pétrole 60- 80- Diéthyl éther- HAC  (50- 50- 1,5) 
Révélateur:  20%  d'acide phosphomolybdique  dans  l'éthanol 
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séparables des autres types  de  glycérides sur plaque  de  gel  de  silice et 
le réarrangement  des  glycérides n'exclut pas  qu'on puisse mettre  en éviden-
ce la présence  de  cet acide hydroxylé. 
De  toute manière 1les monoglycérides  de  l'huile de  ricin hydrogénée  ne  pré-
sentent aucun avantage  analytique  en.  tant que  traceur du beurre sur l'huile 
de ricin commerciale vierge et ils coûtent  plus cher. 
L'interestérification telle qu'elle est pratiquée,  pourrait peut-être sus-
citer des  réserves de  nature toxicologique et demander un  contrSle diffici-
le.  En  conséquence,  nous  pensons qu'il est préférable d'utiliser l'huile 
de  ricin vierge telle quelle,comme traceur
1 plut8t qu'un de  ses dérivés. 
N.B.  Analyse  des  dérivés trirnéthylsilylés des monoglycérides par chroma-
tographie  gazeuse. 
Le  contr8le des monoglycérides  industriels  (taux  de~monoglycérides) ainsi 
que  le dosage et la mise  en évidence  de  faibles quantités  de  monoglycérides 
dans  les beurres tracés peuvent  être réalisés fort  simplement  par chroma-
tographie gazeuse  des  dérivés triméthylsilylés en utilisant un  étalon in-
terne. Bien que  certains préconisent  pour la séparation1 des  colonnes  de 
verre  (14),  nous  avons utilisé avec  succès  une  colonne  en acier inoxyda-
ble de  50  cm  de  longueur et  de  3  mm  de  diamètre,  analogue  à  celles ùtili-
sées pour la séparation des  stérols  (4%  SE  52  sur Aeropak 30,  80-100 
mesh).  L'étalon était de  l'acétate de  cholestérol.  On  travaillait en pro-
erarnmation  de  température  de  230  à  340°C  par 7°C/min.  Dans  ces  conditions, 
les dérivés silylés des  mono~lycérides en Cl8 étaient élués en moins  de 
6  minutes  et les  tri~lycérides en C57  en moins  de  30 minutes. 
Les  coefficients  d'étalonna~e, par rapport  à  l'acétate de  cholestérol~des 
dérivés  des monoglycérides  en Cl6  et en Cl8 étaient de  0,85. 
Le  contr8le des  échantillons de  beurre tracé serait facilité si on  utili-
sait pour le "marquage"  un monoglycéride purifié,  préparé  à  l'aide de  g-ly-
cérol et d'un acide  gras distillé,  par exemple,  du monopalmitate  à  90% 
de monoglycérides et à  plus de  90%  d'acide palmitique. - 79-
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IV.  LES  SUCROGLYCERIDES 
Les  sucroglycérides sont  des  corps gras lipophiles,  liposolubl~s, peu hydro-
philes et insolubles  dans  l'eau. Ils sont  stables en milieu neutre  ou  légè-
rement  acide et hydrolysables en milieu nettement  acide  ou nettement alcalin. 
Leurs  produits d'hydrolyse  sont assimilables, nutritifs et non toxiques. 
Ce  sont  des  produits pâteux  plus ou moins  consistants suivant la nature  de 
la graisse dont  ils sont  issus;  selon les différents types,  le point  de  fu-
sion est de  l'ordre de  47  à  62°C.  Les  sucroglycérides résultent  de  la transes· 
térification d'un glycéride d'origine naturelle sur du saccharose.  La  transes· 
térification est généralement  conduite  en présence d'un solvant et d'un cata-
lyseur. 
Le  solvant le plus communément  utilisé est la diméthyl  formamide;  son élimi-
nation a  posé  de  sérieux problèmes,  mais elle est réalisée actuellement  de 
manière  satisfaisante  par lavages  complexes  successifs;  on  peut garantir 
une  teneur maximale  en D.M.F.  du produit final  inférieure à  50  p.p.m.  (2). 
Les  catalyseurs sont  le plus  souvent  des  sels de  potassium  ou de  sodium qu'on 
élimine par lavage. 
Le  produit  obtenu en fin de  fabrication est un  complexe  de  mono  et diesters 
du saccharose et de  mono  et diglycérides en quantités variables selon les  co~ 
ditions. opératoires, en particulier selon la température et les proportions 
de  saccharose mises  en oeuvre. 
Di  verses techniques d'estérification à  haute -température et en 1 'absence  de 
solvant,d'esters de  saccharose  sont  également  étudiées (3). 
En  ce qui  concerne les méthodes  analytiques,  une  étude détaillée des méthodes 
de  détermina~n et d'identification a  été donnée  par Rousses  (4). 
Des  méthodes  de  dosage  des  différents sucroesters par photQ_densitométrie 
après  chromatographie  sur couche  mince  ont  été mises au point par Weiss et 
col  (5). 
Les  sucroglycérides  sont  de  remarquables  émulsifiants des  corps gras et ils 
trouvent  une  application immédiate  dans  de  nombreuses  industries alimentaire& 
Citons la biscotterie et la biscuiterie,  la boulangerie et la pâtisserie in-
dustrielle,  la chocolaterie,  la confiserie,  les glaces et crèmes  glacées, 
la charcuterie,  les graisses préparées dont  les margarines et les  shortening~ 
la fabrication d'aliments d'allaitement pour veaux et d'aliments pour bétail. - 81-
2.  Les  sucroelycérides  comme  traceurs  ================================== 
2.1.  Etude  toxicoloeigue 
Les  sucroglycérides  sont  reconnus non  toxiques  à  la suite de  nombreuses  étu-
des  publiées  dans  les pays  les plus divers  (6)  (7)  (8)  (9).  Des  études en-
treprises en alimentation animale  sur des veaux ont  été très favorables pour 
ces produits  (10)  (11)  (12)  (13).  Les  sucroglycérides  sont  fermentescibles, 
donc  biodégradables,  d'où leut intérêt  comme  agent  surfactif au moment  où 
l'industrie des  détereents est confrontée avec  des  problèmes  de  pollution. 
L'autorisation de  leur emploi  par les législations européennes,  en tant 
qu'additifs des  produits  alimentaire~se généralise,  mais  les teneurs maxi-
males  admises  (de  l'ordre de  1  à~) varient  encore  d'un pays  à  l'autre. 
La  teneur maximale  autorisée  en  D~~ résiduaire est  de  100  p.p.m.  en France. 
2.2.  Etude  économique 
Le  prix des  divers sucroglycérides  (suif,  palme,  saindoux)  est  de  l'ordre  de 
1,3 U.C.  le kg et peut  donc  être accepté  en vue  d'un "marquage"  éventuel  du 
"butter oil". 
2.3.  Etude  analytique 
Le  contr8le  des  sucroglycérides peut être effectué  suivant  les méthodes  pré-
conisées par Roussas  (4). 
Les  sucroglycérides  sont  constitués essentiellement  de  triglycérides non 
transformés,  de  diglycérides,  de  monoglycérides,  de  mono  et diesters de  sac-
charose,  de  légères proportions de  sucre  libre et d'acides gras. 
A titre d'exemple,  nous  donnons  selon le Provost  (9)  le résultat  d'une  ana-
lyse moyenne  d'un sucroglycéride  de  suif. 
Acides  gras totaux  72,84% 
Glycérol total  8,21% 
Glycérol  combiné 
Acides  gras  combinés 
Sucre  combiné 
Sucre  libre 
Humidité 
8,04% 
69,7% 
17,7% 
1,25% 
1,13% 
Les  spécifications commerciales  portent  généralement  Sûr le sucre  combiné, 
le sucre libre,  l'acidité libre,  la teneur en D.J:I.F.  (inférieure  à  100  P•P• 
m.)  et la coloration. 
Les  esters de  saccharose  peuvent  être étudiés par chromatographie  sur couche 
mince  de  gel  de  silice  avec
1~olvant de  développement  toluène - acétate  d'éth~· 
le- éthanol  à  95.%  (2.1.1.).  Dans  ces  conditions,  on  obtient une  séparation - 82-
convenable  des mono,  di et triesters de  saccharose  à  partir d'une prise 
d'essai  de  50  à  250  microgrammes.  Lesœters sont  révélés par vaporisation 
d'une  solution de  1  g  d'urée,  4,5  ml  d'acide  phosphorique  à  85%  et 48  ml 
den butanol saturé d'eau.  Les  plaques  séchées à  l'air puis à  l'étuve à 
110°C  pendant  30  minutes  sont  examinées  avec  un photodensitomètre. 
Par l'utilisation d'un facteur de  conversion,  on  peut  obtenir ainsi une  ana-
lyse quantitative  des esters de  saccharose  (5). 
Dans  les conditions habituelles  de  séparation sur plaque  de  gel  de  silice 
des glycérides partiels d'un corps gras,  les sucroglycérides ne migrent  pas 
et  constituent après  révélation un  spot  à  l'origine.  (Chap.  2- III) 
Ce  spot  contient également  les  composés  lipidiques résiduels très polaires 
des  lipides,  tels les phosphatides et le glycérol et n'est donc  pas  repré-
sentatif des  seuls  saccharoglycérides.  Cependant,  ces  composés  sont  en 
quantités très restreintesdans le "buttet{oil" et sont  peu susceptibles de 
gêner la mise  en évidence  de  quantitésde  l'ordre de  0,1%  de  sucroglycéride 
dans  le beurre. 
On  peut  obtenir une  séparation des  mono  et diesters de  saccharose  par~ dé-
veloppement  par un mélange  éther de  pétrole - éther éthylique - éthanol 
95.%  - acide  acétique  (50  - 50  - 10  - 2).  Un  tel mélange  sépare  correcte-
ment  les mono  et diesters  de  saccharose et  les monoglycérides,  mais  les 
monoesters  de  saccharose  eh  le glycérol  migrent  à  peine  de  la  lib~e de 
base  (Rf:  0,04). 
3.  Le  "marquage"  de  la graisse de  beurre  ===================================== 
Le  caractère particulier des  sucroglycérides,  composés  issus  de  produits 
naturels,  non  toxiques et éminemment  digestibles,  leur polarité permettant 
une  séparat1on globale par des  techniques  chromatographiques  et leur dis-
ponibilité  commerciale  se  révèlent  des  qualités intéressantes  de  traceur 
éventuel  de  la graisse  de  beurre et  des  expériences préliminaires ont montré 
qu'il était facile, par chromatographie  sur couche  mince  de  silice, de  r.1ettre 
en évidence  un  composé  polaire particulier dans  un  "butter ail"  ad-
ditionné  de  0,1%  de  sucroglycéride  (Fig.  1 ). 
Cependant,  les méthodes  de  dosage  à  ce  niveau ne  sont  pas  encore  mises  au 
point et la composition des  produits commerciaux  peut  être assez variable, 
encore  qu'on puisse la définir.  Le  contrôle  du produit  commercial  lui-même 
est assez  complexe. 
Analytiquement,  l'addition de  2/o  de  sucroglycérides  à  un  "butter oil" est 
susceptible  de  permettre  un  contrôle  relativement  simple  du  '~na.rqua.ge:  quoi-
que  assez  imprécis.  On  pourrait aussi mettre  en  évidence  des  quantités -83-
Fig.  1  C.c.m.  de  gel  de  silice des  sucroglycérides et des beurres 
Ether de  pétrole 60- 80- Diéthyléther.HAC  (50- 50- 1,5) 
Révélateur:  20%  d'acide phosphomolybdique  dans l'éthanol 
F 
5 
4 
3 
A 
2  ~--
1 
B  c 
A  Sucroglycéride  de  palme  (1  mgr) 
B  Beurre +  ~  sucroglycéride  (5  mgr) 
C  Beurre normal  (5  mgr) 
0  Esters de  saccharose,  glycérol,  phosphatides 
1  Monoglycérides 
2  1  - 2  diglycérides 
3  1  - 3 diglycérides 
4  Acides  gras 
5  Triglycérides 
F  Front  du  solvant -84-
beaucoup plus  réduite~  correspondant  à  la dilution d'environ  51~  de  "butter 
oil" tracé  dans  une  graisse normale,  mais  un test spécifique,  suffisamment 
simple  et précis pour le contr8le  courant  doit  encore  être mis  au point. 
Une  des qualités essentielles  des  sucroglycérides  dans  les produns  alimen-
taires,  leur déeradabilité  conduisant  à  l'obtention par hydrolyse  de  pro-
duits assimilables,  nutritifs et non  toxique~est en  fait~un grave  défaut 
pour un traceur. 
Les  sucroglycérides étant hydrolysables  en milieu très acide  ou  plus rapi-
dement  encore  en milieu alcalin,  surtout  à  température  élevée,  il sera pos-
sible et même  assezfucile  de  les éliminer d'un corps gras. 
En effet,  on  peut  réaliser dans  la masse  de  graisse  à  examiner des  condi-
tions propices  à  l'hydrolyse,  puis enlever le saccharose par lavage  à  l'eau 
et les acides  libres par  n~utralisation alcaline  ou  désodorisation à  la 
vapeur sous vide. 
lreme  en faisant  abstraction des  techniques  industrielles  rendant  l'élimi-
naüon possible,  les sucroglycérides présents dans  un beurre acide  seront 
soumis  à  une  hydrolyse  lente et continue  et ils constitueront un foyer de 
fermentation par des  microorganismes  au sein de  la matière grasse,  celle-ci 
risquant  de  s'altérer beaucoup plus  rapidement. 
Conclusions 
Dans  l'état actuel,  et  en tenant  compte  des  progrès  récents  dans  ce  domai-
ne  (sucroglycérides résistant  à  des  pH  de  3  à  3,5), il ne  semble  pas  que 
les sucroglycérides puissent être retenus  comme  traceurs acceptables pour 
une  matière  grasse.  Sans  doute1 les obstacles analytiques pourraient-ils 
être  rapidement  surmontés,  de  rn~.nière  à  permettre  au moins  1' utilisation 
d'un test relativement  simple;  cependant,  il reste  à  obtenir un  composé 
suffisamment  stable dont  la résistance  à  l'hydrolyse soit affermie  sur le 
plan industriel. - 85-
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V.  LES  PHOSPHATIDES 
1. Définition- Propriétés  ======================= 
Les  phosphatides sont  des  corps  lipidiques formés  par substitution d'un radi-
cal acyle  (-CO-R)  par l'acide phosphorique,  lui-même  étant saturé par un grou-
pe  basique. 
Ils jouent un  r8le  important  dans  la physiologie cellulaire animale  et végétale. 
On  les rencontre  à  des taux divers  dans toutes les matières grasses alimentai-
res. 
Ils se divisent en nombreuses  classes et  on  adopte  généralement  la classifica-
tion suivante  (1): 
A)  Glycérophosphatides 
I  Esters 
a) Lécithine  (phosphati~lcholine, sol.  dans  l'alcool) 
b) Céphaline  (insol.  dans  l'alcool) 
1.  Phosphati~l éthanolamine 
2.  Phosphati~l sérine 
3.  Phosphati~l inositol 
4·  Phytoglycolipides 
c) Polyglycérophosphatides 
d) Lysophosphatides 
II Acétalphosphatides  (plasmalogènes) 
B)  Sphingomyéline 
C)  Bactériophosphatides 
D)  Autres  phosphatides 
Les  principaux phosphatides  (esters  de~ycérol) se  rencontrent aussi bien dans 
les produits végétaux qu'animaux,  mais  les proportions sont  souvent nettement 
différentes  (2). 
Les  phosphatides  du  lait sont  principalement  de  la phosphati~lcholine (3).%), 
de  la phosphati~l,éthanolamine (29.%),  de  la phosphati~l,sérine (10%)  et de 
la sphingomyéline  (19.%)  (3). 
Le  lait contient 0,3 à  0,4 gr de  phospholipides par litre tandis que  le beurre 
en contiendrait 1,7  à  2,5  mg/kg  (4). 
La  teneur en phosphatides  du  lait varie suivant  les saisons. Elle est maximale 
en hiver et minimale  en été (5). 
Les  phospholipides  de  la graisse butyrique ne  contiennent pas d'acides infé-
rieurs à  12  atomes  de  carbone.  Ils sont  notablement  plus riches en acides poly-- 87-
insaturés que  les triglycérides (6). 
2.  Les  phosphatides  comme  traceurs  =============================== 
Les  phosphatides  commerciaux  sont  généralement  des  lécithines. 
Les  lécithines sont utilisées dans  le traitement industriel des  corps gras 
comme  émulsifiants,  antioxydants et lubrifiants. 
Les  principales lécithines commerciales  sont  des  lécithines de 
soya et  des  lécithines d'oeuf.  Ces  produits contiennent  généralement  60  à  6~ 
de  phosphatides,  30%  d'huile et  des  stérols. 
Les  spécifications commerciales  concernent  le taux minimum  d'insoluble dans 
l'acétone  (62  ou  6~), le taux maximum  d'humidité et d'insoluble dans  le ben-
zène,  l'acidité et la coloration. 
Les  lécithines ont un  caractère d'émulsi,fiant  hydrophile. 
Leur utilisation en tant que  tel est autorisée dans  les corps gras par les lé-
gislations européennes et il ne  semble  pas qu'il pourrait y  avoir de  réticences 
biologiques  <'11.  économiques  à  leur emploi  éventuel  comme  traceur. 
Cependant
1du  point  de  vue  analytique,  le dosage  des  phosphatides et des léci-
thines en général reste une  opération très complexe. 
En outreJla démucilagination des  corps gras est une  opération industrielle de 
raffinage qui consiste à  éliminer de  ceux-ci les phosphatides et d'autres impu-
retés mal  définies. 
La  démucilagination effectuée sur les corps gras destinés à  un  usage  alimentai-
re est presque toujours  obtenue  dans  l'industrie par hydratation des  phosphati-
des,afin de  les rendre  insolubles dans l'huile. 
La  démucilagination des huiles brutes réduit  presque  à  néant  le taux des  phos-
phatides.  C'est une  opération relativement  simple qui pourrait  ~tre réalisée sur 
la graisse de  beurre additionnée  de  lécithine. 
Le  caractère hydrophile  des  phosphatides et le fait que  ceux-ci sont  liés de 
manière  complexe  aux protéines,  provoquent  d'ailleurs leur élimination en quan-
tité considérable  dans  le babeurre  lors du  barattage du beurre.  En  effet,  si 
les phosphatides sont présents dans  la graisse  de  lait à  une  teneur moyenne  de 
l'ordre de  1%  de  la matière grasse,  on  en retrouve  environ o,~ dans  le beur-
re  lui-même  (7)  (8)  (9)  (10)  (11).  Cependant,  si on  fond avec  précaution  (en 
dessous  de  50°C)  le beurre,  la quasi totalité des  phospholipides se retrouve 
dans  le  sérum  et les méthodes  de  dosage  des  phosphatides  dans  le beurre peu-
vent négliger la fraction demeurant  dans  la phase grasse. 
Les  méthodes  de  détermination des  phosphatides totaux dans  les graisses sont  en 
général basées sur la détermination de  la teneur en phosphore.  Celui-ci est do-
sé  colorimétriquement après formation  du  complexe  bleu du  phosphomolybdate{12). 
On  utilise un  facteur d'analyse  pour oalculer la teneur en phosphatides 
à  part ir de  la  i:eneur en phosphore • -~-
L'extraction des  phosphatides  réclame l'utilisation de  mélanges  de  solvants 
polaires et non  polaires et de  nombreux  systèmes  sont  proposés  dans la litté-
rature  (13). 
L'analyse qualitative des  différents extraits peut être réalisée par chromato-
graphie sur couche  mince  de  gel  de  silice. Les  solvants les plus généralement 
employés  sont  des mélanges  de  chloroforme,  de  méthanol et d'eau en milieu aci-
de  (ac.  acétique)  ou basique  (ammoniaque)  (15)  (16)  (17)  (18).  Les  analyses 
les plus  complètes  des  phospholipides  du lait seront effectuées par chromatogra-
phie  aur couche  mince  bidimensionnelle  (19)  (20). 
En  fait,  à  cause  de  leur élimination quasi  complète  des  graisses par des  procé-
dés  simples et  à  cause  de  la complexité  de  leur analyse,  les phosphatides ne 
sauraient être considérés  comme  traceurs acceptables  pour le beurre et surtout 
pour là graisse  de  beurre. -~-
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VI.  LES  PHYTOS'TIEROLS:  LE  STIGlw1ASTEROL. 
Les  stérols des  corps gras alimentaires  ======================================= 
Les  stérols sont  des  composés  à  noyau cyclopenténophénanthrénique possédant 
une  fonction alcool  secondaire,  présente  dans  tous les corps gras alimentai-
res. 
On  sait que  les graisses animales,  dont  le beurre,  contiennent  pratiquement 
exclusivement  du  cholestérol ou  5 cholestène  3~ol, tandis que  les huiles vé-
gétales contiennent très rarement  du  cholestérol en quantité toujours réduite, 
celui-ci étant  remplacé  par des  composés  de  structures très voisines,  les 
phytostérols,dont  les éléments principaux sont  le sitostérol  (bêta et gamma), 
le campestérol,  le stigmastérol,  le brassicastérol et le 7 stigmasténol. 
Le  cholestérol et les phytostérols présentent  sensiblement  les mêmes  réactions 
chimiques,  mais  leurs propriétés physiques  sont  suffisamment  différentes que 
pour permettre  des  séparations convenables  par des  méthodes  de  chromatogra~. 
La  différence entre  zoostérols et phytostérols n'est pas si hermétique  qu'on 
aurait pu le croire  il y  a  quelques  années,  beaucoup d'huiles végétales  con-
tenant  des  taux mineurs  de  cholestérol et certaines graisses animales  conte-
nant  des  taux mineurs  de  sitostérol ou  de  brassicastérol. 
La  graisse de  beurre contiendrait en moyenne  o,J.%  de  stérols totaux,  parmi 
lesquels  99%  de  choleÎtérol,  du lanostérol et du  déhydrolanostérol en quanti-
tés inférieures à  l%(
1et même  des  traces  de  bêta si  tostérol,  soit un  peu moins 
de  0 , 1%  (  2 )  ( 3 ) • 
Le  bêta sitostérol est le principal des  stérols végétaux.  Sous-produit  de  di-
verses industries et prépa-r·é  parfois pour des  usages  pharmaceutiques,  son prix 
de  revient n'est pas  tellement élevé;  il est possible  de  l'obtenir rapide-
ment  dans le commerce  à  un haut  degré  de  pureté. 
Soluble  dans  les corps gras,  non  éliminable au raffinage et déterminable  ana-
lytiquement  en très faibles quantités grâce  aux techniques  de  chromatographie 
gazeuse*- il est considéré  co~ne un très bon traceur des  corps  gras  animaux et 
est utilisé en tant  que  tel dans  la Communauté  Economique  Européenne. 
Cependant,  les méthodes  de  détermination analytique  du bêta sitostêrol par 
chromatoeraphie  permettent  la déte~1ination simultanée  des  autres stérols. 
Si le sitostérol a  été choisi
1le premier parmi  les phytostérols
1comme  traceur 
du beurre,  en raison principalement  d'une  disponibilité  commerciale  immédiate, 
il est incontestable  qu'analytiquement  au moins,  d'autres phytostérols,  et  en 
particulier le stigmastérol  commercialement  disponible,  pourraient  constituer 
des  traceurs parfaitement valables. - 91-
Le  stigmastérol 
1.  Choix  du  traceur  ================ 
Le  choix du traceur,cornme il a  été rappelé  au début  de  ce  rapport~doit tou-
jours reposer sur des  critères biologiques,  économiques  et analytiques. 
Biologiquement,  les stérols sont  des  produits naturels présents  dans 
tous les corps gras alimentaires et ils sont  consommés  avec  ceux-ci par 
toute la population.  Si le problème  de  l'influence néfaste  des  régimes 
riches  en cholestérol est controversé,  ce  problème  ne  se  pose  pas  en 
matière  de  régimes  riches  en phytostérols.  D'autre part,  les taux de 
traceurs qui  pourraient  ~tre prévus  en vue  du  "marquage"  des  beurres~sont 
dérisoires et ne  pourraient apporter aucune  modification sensible à  la. 
quantité  de  stérols absorbés par les consommateurs  de  beurres tracés. 
Il n'existe aucun motif biologique pour qu'on ne  puisse utiliser les 
différents phytostérols  comme  traceurs  de  la graisse butyrique,si ceux-
ci doivent  ~tre absorbés  en quantités comparables  aux taux de  sitostérols 
déjà utilisés à  cet effet. 
Les  phytostérols disponibles sur le plan commercial  avec  un  grand degré 
de  pureté  semblent  être uniquement  les sitostérols et le stigmastérol. 
Ces  deux stérols sont  extraits de  produits végétaux et  on  ~  les produit 
pas  commercialement  par synthèse. 
Le  choix d'un traceur du beurre parmi  la classe  des  phytostérols  se li-
mite  donc  actuellement  aux sitostérols et au stigmastérol.  Les  sitosté-
rols étant  déjà utilisés, il nous  reste à  examiner le cas  du  stigmasté-
rol et  de  comparer éventuellement  les avantages et  les  inconvénients  de 
chaque  produit  en tant  que  traceur de  la graisse butyrique. 
Le  b~ta sitostérol était commercialement  disponible,  pour une  pureté  su-
périeure  à  9Q%,  à  un prix approximatif de  15  U.C.  par kg  (4).  Le  stigma-
stérol,  avec  une  pureté garantie supérieure  à  95~ serait livré à  un prix 
commercial  approximatif de  50  U.C.  le kg;  il coûterait  donc  environ trois 
fois plus cher. 
Cette différence  de  prix constitue un handicap  énorme  pour l'emploi  du 
stigmastérol
1à  moins  que  celui-ci puisse  ~tre utilisé à  des  doses trois 
fois moindres  que  ne  l'était le bêta  sitostéro~tout en consarvant  la 
même  efficacité analytique  au dépistage. - 92-
La  chromatographie  gazeuse  des  stérols ou  de  leurs dérivés constitue la 
méthode  analytique la plus  judicieuse et la plus efficace  de  détermina-
tion de  la composition des  stérols extraits d'un corps gras,  mais  des 
indications intéressantes peuvent  être apportées  par des  méthodes  plus 
simples. 
En  raison de  la composition naturelle  des  stérols des beurres et  des 
corps gras,  ce  sont  le cholestérol et les sitostérols qui  sont  les plus 
aisément  déterminables par chromatographie  gazeuse,  ensuite viennent  leA 
7  stigmasténol,  le brassicastérol,  enfin le carnpestérol et le sticmasté-
rol qui  ont  des  temps  de  rétention très proches  en chromatographie  ea-
zeuse.  Outre  le cholestérol,  le beurre  contient  des traces  de  sitostérol, 
du  lanostérol,  de  l'ergostérol,  peut-être  du  campestérol,  mais  ne  paraît 
pas  contenir du  stigrnastérol;  du  moins  le taux éventuel  de  celui-ci 
n'excéderait  certainement  pas  1~ du  taux de  sitostérol et un  pic  à  l'en-
droit prévu pour le stigmastérol n'apparaît pas  sur les  chromatograw~es 
des  stérols des beurres. 
En  ·conséquence,  si la détermination quantitative  du  taux de  stigmastérol 
dans  un mélange  de  stérol~ est  souvent  imprécise  en raison d'une  sépara-
tion non  suffisante sur colonne  normale  des  pics du  campestérol et  du 
stiemastérol,  la simple mise  en évidence  de  traces de  stigmastérol addi-
tionné  à  un beurre peut  être plus facile  que  la mise  en  évidence  d'un 
taux identique  de  sitostérol additionné  au même  beurre. 
Sur le plan analytique,  la présence  de  traces  de  stiernastérol constitue 
donc  un test meilleur de  la présencEfd.'une  anomalie  dans  une  graisse buty-
rique  que  la présence  de  traces  de  sitostérol.  Cependant,  le sitostérol 
est plus  aisément  déterminable  quantitativement  par chromatoeraphie  ga-
zeuse  sous  forme  de  traces que  le stigmastérol. 
Le  stiemastérol est  le A 5,  22  - stigmastadiène 3/3ol de  formule  brute c
29u48o. 
Son  point  de  fusion est  de  l'ordre de  170°C,  ~~peu plus élevé  que  celui  du 
cholestérol  (148°C.)  et que  celui  du bêta sitostérol  (137°C.).  Le  point  de  fu-
sion de  1' acéta,te  de  stie;mastérol est  de  1' ordre  de  l;~;j.°C,  consiclére.bler.1ent 
plus élevé  que  celui  du  cholestérol  (ll5°C.) et  r[}ême  que  celui du f3 sitostéro1 
(126°C.).  On  peut  donc  s'attenùre à  ce  que  les ITiélances  d'acétates  de  stérols 
riches  en sti0rmastérol aient  des  points  de  fusion  relativement  plus élevés que 
les mélanc;es  d'acétates  où  le stigmastérol serait  e,bsent  ou  peu  représenté. 
En  pratique cependiJ,nt,  la mesure  du  point de  fusion d'un raélan[;e  d'acétates de  sté-- 93-
rols n'est pas quantitativement  liée aux diverses proportions  des  constituants 
du  mélanee,  ni à  leurs points  de  fusion respectifs,  comme  on  le constate lors 
de  la mesure  des  points de  fusion  des  acétates isolés à  partir de  diverses 
huiles végétales. 
Le  stigmastérol possédant  une  double  liaison en chaine  latérale  (C22)  est 
d'ailleurs moins  stable  que  les sitostérols ou  que  le campestérol.  Cette  double 
liaison peut  être partiellement hydrogénée  lors de  l'hydrogénation des  corps 
gras,  alors que  la double  liaison à  l'intérieur de  l'anneau n'est pas  touchée. 
L'hydrogénation de  la double  liaison en chaîne  latérale du  stigmastérol con-
duit  à  la formation  de  sitostérol.  Cependant,  même  une  hydrogénation totale 
des  acides  insaturés des  glycérides telle qu'on la pratique  industriellement 
pour l'obtention de  stéarines,  ne  conduit  pas  à  la disparition du  stigmastérol. 
3.  Les  stigmastérols commerciaux  ============================= 
Des  stigmastérols commerciaux nous  ont  été fournis par. la firme  améri-
caine  (U.S.A.) Upjohn.  Le  produit est d'origine végétale et est obtenu 
par extraction de  l'huile de  soya,  huile  dont  la production est énorme 
en Amérique  et qui est très riche en stigmastérol. 
Les  stérols de  soya sont  des  produits résiduels  de  l'huilerie dont  on 
extrait le stigmastérol par des  méthodes  de  cristallisation à  contre-
courant  (5)  dans  des  solvants appropriés:  le stigmastérol est préparé 
en vue  de  la synthèse  d'hormones  stéroïdes,  telles la progestérone,  la 
cortisone et  ses  dérivés.  Le  procédé  d'extraction conduit  à  une  pureté 
approximative  de  97,%  en stigmastérol et la pureté moyenne  annoncée  par 
la firme  pour le produit  commercial  est d'environ 95%. 
Les  impuretés principales sont  le bêta sitostérol  (3%),  le campestérol 
(1,3%)  et le brassicastérol  (0,7,%). 
3.2.  Qo~t~8le_d~s_sii~~sié~ols_c2~e~cia~­
Indications 
de  la firme  Nos  essais 
Point  de  fusion  (Büchi  - Tottoli) 
Point  de  fusion  des  acétates 
Teneur en eau 
Titre en stérols totaux 
Chromatographie  &azeuse  des  stérols 
Stie;mastérol 
Sitostérol 
Ca.mpestérol 
.Brassicastérol 
Ca  95'% 
3% 
1,3% 
0  rm/, 
'  (j':.; 
167  à  168°C 
143  144°C 
0  ,cJ1 
'J..70 
Ca  100/o 
95,1% 
2,~ 
1,4% 
0,6% 
Littérature 
168  - 170°C 
144°C -94-
La pureté  des  stigmastérols commerciaux  reçus est  donc  bien celle an-
noncée  par la firme.  En pratique,  on  peut  la considérer comme  égale  à 
95.%  en stigmastérol. 
4·  ~~~~g~~~=~~~~~~~~~=~~=~~~~~~~~~~~~=~~=~~~~~~~~~~~=~~~=~~=~~~~~~~ 
g~~~~~· 
Ces  méthodes  sont  celles utilisées en général pour les stérols de  la graisse 
butyrique,  soit en premier lieu,  l'isolement  des  stérols par précipitation à 
la  digitonine  dans  l'insaponifiable ou  dans le corps  gras  lui-même  à  partir 
des  digitonides,  à  l'état pur ou  sous forme  de  dérivés,  enfin,  l'analyse de 
certaines propriétés physiques  des mélanges  de  stérols  ou  de  leurs dérivés 
(point  de  fusion)  et la séparation des  stérols ou  de  leurs dérivés avec ana-
lyse quantitative par des  techniques  chromatographiques. 
Des  techniques analytiques  de  détermination des stérols sont  actuellement 
normalisées  (F.I.L.- A.O.A.C.)  (5)  (6)  (7).  Ces  méthodes  ont été conçues 
dans  l'intention première  de  mettre  en évidence les falsifications  de  la ma-
tière grasse butyrique par addition de  graisses d'origine végétale. 
Nous  en rappelons  les grands principes: 
a)  dosage  des stérols totaux par pesée  du  complexe  à  la digitonine; 
b)  recherche  des  phytostérols par l'accroissement  de  la mesure  du point 
de  fusion  des  acétates de  stérols; 
c)  analyse qualitative des  stérols ou  de  leurs dérivés par chromatographie 
en couche  mince  ou par chromatographie  eazeuse. 
Ce  dosage  est effectué suivant la méthode  F.I.L.  32  - 1965.  Lorsqu'on 
tient compte  du  facteur moyen  d'analyse  de  0,25 pour le rapport  du 
poids moléculaire  des  stérols à  leurs digitonides  (facteur légèrement 
trop élevé pour  le cholestérol),  la teneur en  stérols~  totaux  de 
la graisse  de  beu~est en moyenne  de  0,30  à  0,32%.  Pour une  matière 
~Tasse butyrique normale,  nous  n'avons  jamais  observé  de  valeurs supé-
rieures  à  0,3L1%  et très rarement  des valeurs inférieures à  0,27%. 
Cependant1 on  sait que  le taux de  stérols peut varier suivant  les di-
vers  traitement~ que  peuvent  subir les matières erasses.  Les  processus 
de  désodorisation à  haute température  peuvent  réduire  de  25%  voire 
davantage  le taux des  stérOls totaux des matières  CTaSSeS  traitées. 
La  mesure  de  la teneur en stérols n'en constitue pas moins  une  indica-
tion très précieuse qu'on aurait tort de  néglicer lorsque  l'on recher-
che  la présence  de  phytostérols parmi  les stérols du  beurre. - 95-
Etant  donné  que  le point  de  fusion  de  l'acétate de  stigmastérol  (144°C) 
est  considé'rablement }'lus élevé  que  le point  de  fusion  de  1 'acétate  de 
cholestérol  (114  - ll5°C),  l'addition de  quantités suffisantes de  stigma-
stérol dans  le beurre peut être  soupçonnée  par la mesure  d'un po.int  de 
fusion  anormalement  élevé  des acétates de  stérols. 
Cependant,la mesure  du point  de  fusion d'un produit non  absolument  pur 
est difficile à  réaliser dans  la pratique avec une  précision qui  dépasse 
0,5oc. 
Si le point  de  fusion des  acétates de  stérols d'un beurre  dépasse  ll5°C, 
il y  a  cependant  de  fortes  présomptions  de  la présence  de  phytostérols. 
On  considère  généralement  que  ces présomptions  se muent  en certitudes 
quand le point  de  fusion atteint  117°C.  Ceci est  confirmé par l'examen 
microscopique  des cristaux de  stérols (6). 
Plusieurs méthodes  d'analyse qualitative  des  stérols ont  été mises  au 
point. 
La  chromatographie  gazeuse s'est rapidement  révélée la meilleure;  elle 
est  en effet beaucoup plus sensible  que  la chromatoeraphie  en couche  min-
ce  et  se prête mieux  à  des  analyses quantitatives.  La  chromatoeraphie 
gazeuse est réalisée directement  sur les stérols libérés des  digitonides 
dans  un  solvant  suffisan~ent polaire  ou  sur les dérivés  (triméthyl silyl-
éthers ou acétates). 
La  chromatographie  eazeuse  des  dérivés des  stérols permet  d'obtenir une 
séparation meilleure  que  celle des  stérols purs,  ce  qui  apporte une  sen-
sibilité plus crande  à  l'analyse quantitative.  L~s acétates étant prépa-
rés pour la mesure  du  point- de  fusion et  pouvant  êt~e lacilement purifiés 
et enrichis en phytostérols par cristallisations successives,  leur utili-
sation s'impose  ici à  celle des  dérivés triméthylsilylés. 
5·  Le  "marquae;e"  du beurre par le stiemastérol  =========================================== 
5 .1.  ~!;bl~s~ g:u~li  tilt  iv~  S!_u _ s_i  ian~s_i  é  !.0!.  .S.O!!!!ll~r,2_i~l  _p~r  _  ch.r2.m~  t .2.&!.a.E.hie _ 
~a~e~s~ 
Le  stiamastérol  commercial  que  Rous  avons utilisé pour procéder à  des 
essais de  "marquace"  du beurre a  été analysé par chromatographie  gazeuse 
directe  d'une  solution éthérée et pâr chromatographie  gazeuse  des acétates -96-
Les  modalités analytiques étaient les suivantes· 
Appareil:  aeroeraph 1520 
Colonne:  acier inox:  2  rn  - 3  mm; 
phase  stationnaire:  SE  52,  4~; 
support:  aeropak 30  - 100  - 120  mesh; 
température:  245°C  (stérols) et  255°C  (acétates). 
Détecteur:  F.I.D.,  300°C. 
Injecteur:  300°C. 
Vol.  injecté:  5  microlitres  (solution à  5,%  dans  l'éther) 
Gaz  vecteur:  azote;  débit:  env.  40  ml/minute. 
Dans  ces conditions,  les temps  de  rétention relatifs par rapport  au 
temps  du  cholestérol sont  les suivants: 
Cholestérol 
Brassicastérol 
Campestérol 
St  igmastérol 
Sitostérol 
Stérols  (Fig.  1) 
1 
1,14 
1,33 
1,45 
1,67 
Acétates  (Fig.  3  et 4) 
1 
1,11 
1,27 
1,37 
1,60 
Le  stigmastérol commercial utilisé contenait effectivement  95.%  de 
stigmastérol et  ~  d'autres stérols vé&étaux.  Les  cQmposés  non  stéroï-
des  sont négligeables  (  3  - 2). 
5.2.1.  Taux  à  préconiser en fonction  de  la mesure  du point  de  fusion 
des  acétates. 
Le  t::J.ux  de  traceur  qu'il serait souhaitable  d.e  préconiser en vue  d'un 
"marquace"  éventuel  des beurres sera finalement  choisi  en fonction  de 
la sensibilité permise par les méthodes  analytiques. Il est nécessaire 
de  considérer en premier lieu la méthode  la plus  simple,  c'est-à-dire 
le  dosace  des  stérols totaux et la mesure  du point  de  fusion  des  acéta-
tes de  stérols. 
T:Tous  avons  réalisé différents "rnarquaces"  expérimentaux de  "butter oils" 
par des  taux décroissants de  stiemastérol,  dosé  les stérols totaux et 
mesuré  les points  de  fusion  des  acétates.  On  a  tenu compte  de  la pureté 
moyenne  de  9~~ en  ~tiemastérol du  produit  commercial. -97-
Fig.  1:  Chroma.tographie  r.:azeusc  des  stérols 
Sti~astérol "UPJOillP' 
1  Brassica.stérol  0,6% 
2  Campestéro1  1,4% 
3  Stigmastéro1  95,1% 
4  Sitostéro1  2,8% 
2  3 
10  20  35  min. 
15  25  30 10 
- 98-
Fig.  2:  Chromatographie  gazeuse  des  acétates de  stérols 
Beurre normal 
1  Cholestérol 
2  Campestérol? 
3  Sitostérol 
15  20 
Attén:  x  64 
"  x  1 
"  x  1 
1 
99}b 
25  30  35  40  min. Fig.  3:  Chromatoeraphie  gazeuse  des 
acétates de  stérols 
Beurre tracé par 250 gr de 
stigmastéro1/tonne 
1  Cholestérol  Attén: 
2  Campestérol  " 
3  Stigmastéro1  " 
4  Sitostérol  " 
10  15  20 
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x  64 
x  8 
x  8 
x  8 
1 
91,5% 
25  30 
3 
1(1% 
35  40  min. Fie.  4:  Chromatographie  gazeuse  des 
acétates de  stérols 
Beurre normal  +  2%  de  beurre 
tracé  à  250  gr stigm./tonne 
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1  Cholestérol  Attén:  x  64 
2  Ca.mpestérol  ? 
3  Stigmastérol 
4  Sitostérol 
10  15  20 
"  x 
"  x 
"  x 
1 
1 
1 
1 
99% 
25 
2 
0,1% 
35  40  mi:u. - 101-
Les  résultats suivants ont  été  obtenus: 
"Butter cil" marqué  par  Stérols totaux  Point  de  fusion  des  acétates 
2  cristallisations 
500  gr 
(526  gr 
300  gr 
250  gr 
200  gr 
150  gr 
100  gr 
50  gr 
0  gr 
stigm.  pur/ tonne 
stigm.  commercial)  0,36%  119,5°C 
0,34%  117,6°C 
0,34%  117,2°C 
0,33%  116,8°C 
0,3~  116,5°C 
0,3~  116  °C 
0,31%  115,2°C 
0,305%  114,6°C 
Pratiquement,  des  résultats qui  conduisent  à  la conclusion certaine 
d'une  anomalie  dans  la composition des  stérols n'apparaissent  qu'aux 
1 
concentrations en traceurs  supérieures,·~à 200  grw.mes/tonne.  Cependant, 
des  indications fort  précieuses apparaissent  déjà pour des  taux de  50  gr. 
par tonne  et  surtout pour des  taux de  100  grammes/tonne. 
Si  on  veut  se baser sur la mesure  des  points  de  fusion  des  acétates  de 
stérols  co~ne méthode  rapide d'orientation permettant  de  séparer les 
beurres suspects  ou  fraudés  des beurres normaux,  nous  considérons  comme 
nécessaire  de  préconiser comme  quantité minimum  à  ajouter au beurre la 
dose  de  250  gr de  stigmastérol/tonne de  "butter cil". 
Les  acétates  de  stérols préparés à  partir des beurres•marqué!l suivant 
cette dose  peuvent  toujours subir deux  ou trois cristallisations succes-
sives amenant  le point  de  fusion  à  ll7°C et presque  toujours la teneur 
en stérols totaux sera supérieure  à  0,3~. 
Des  indices  de  composition anormale  des  stérols  (point  de  fusion  des 
acétates après  deux cristallisations supérieur à  ll5°C)  apparais~ent 
dès  qu'on ajoute  2~~ de  beurre tracé  à  250  gr stigmastérol/tonne  à  un 
beurre normal. 
On  constate  donc  que  la mesure  du point  de  fusion  des  acétates de  stérols 
est loin de  donner entière satisfaction,  même  pour une  méthode  d'orien-
tation,  puisqu'elle est  susceptible de  ne  pas  retenir les beurres qui 
seraient additionnés par moins  de  20%  de  beurre tracé. 
Pour des  raisons économiques,  le prix du  stigmastérol étant trois fois 
plus élevé  que  celui  du bêta sitostérol,  nous  estimons qu'il est diffi-
cile de  dépasser la quantité  de  250  grammes  de  stigmastérol par tonne 
comme  dose  de  traceur préconisable  en vue  d'un "marquage"  des beurres. - 102-
5.2.2.  Choix en fonction  de  l'analyse en chromatographie gazeuse 
(Fig.  2  - 3  - 4) 
Nous  avons  considéré qu'une  bonne  méthode  analytique doit  rendre  possi-
ble la détermination de  ~  d'un beurre tracé dans  un beurre normal. 
En  fonctinn  de  ce  critère,  des  mélanges  de  beurres normaux et  de  beurres 
tracés à  250  grammes  de  stigmastérol par tonne  ont  été réalisés;  les 
acétates  de  stérols ont  été préparés et  séparés P&r  chromatographie  ga-
zeuse  suivant la technique décrite au chapitre 5.1. 
%  Stigmastérol  %  Cholestérol  Stigmastérol X 100 
2 cristallisatioœ  Cholestérol 
par chromat.  gaz.  par chromat.  gaz. 
Beurre Normal:  B.N.  0  0 
B.N.  +  1%  beurre tracé  traces  99,3  0,1 
B.U.  +  ~  beurre tracé  traces  99  0,1 
B.U.  +  % beurre tracé  0,1  99  0,1 
B.N.  +  lofa  beurre tracé  0,7  98,6  0,75 
B.N.  +  20%  beurre tracé  1,5  97,7  1,54 
B.n.  +  5<Y;G  beurre tracé  4,1  95,2  4,30 
Beurre tracé  7,7  91,5  8,42 
Les  chromatogrammes  en figure  3 et 4  montrent  une  différence nettement 
perceptible à  l'endroit attendu pour le pic  du  stigmastérol.  L'addition 
à  un beurre normal  de  2%·  d'un beurre tracé par 250  gr de  stigmastérol/ 
tonne  peut  donc  être facilement  mise  en évidence par chromatographie ga-
zeuse  des  acétates  de  stérols.  r,i~me  des  additions inférieures à  1%  se-
raient  encore  perceptibles. Il faut noter cependant qu'il est nécessaire 
de  disposer de  colonnes  à  nombre  suffisant  de  plateaux théoriques et que 
la mesure  quantitative du stigmastérol devient  très relative en  dessous 
du  taux de  1%,  et ne  permettrait pas  une  appréciation correcte  d'une 
fraude  légère. 
On  peut toutefois considérer que
1même  si la dose  de  traceur était rame-
née  à  200, wire 150  grammes  de  stigmastérol par tonne,  elle serait suffi-
sante pour que  la méthode  d'analyse  en chromatoeraphie  eazeuse permette 
un contr8le efficace. 
Remarque  importante. 
Il est  important  de  bien diluer les stérols dans  la eraisse butyrique  à 
tracer et  de  rendre cette dilution homogène.  Afin d'obtenir une  homogé-
néisation suffisante  du mélanee,  il est nécessaire d'effectuer un concen-- 103-
tré  de  stigmastérol  à  température  relativement  élevée,  de  préférence en-
tre 60  et 80°C,  dans  du  "butter oil" et  de  disperser cèlui-ci à  chaud 
dans la masse  à  tracer.  Le  stigmastérol,  davantage  que  le  b~ta sitosté-
rol  pose  des  problèmes  pratiques  en  vue  de  sa répartition homogène  dans 
le  "butter oil". En  partie à  cause  de  ces difficultés d'ailleurs, et 
parce  que  l'analyse quantitative devient  précaire  lorsque  les taux de 
stigmastérol  sont minimes,  nous  considérons qu'il est  contre-indiqué  de 
descendre  le taux de  stigmastérol qu'on pourrait préconiser pour "mar-
quer" la graisse butyrique  en dessous  de  200  grammes/tonne. 
Le  stigmastérol  comme  les autres stérols,  dont  le  b~ta sitostérol, n'est pas 
économiquement  extractible des beurres tracés.  Un  traitement thermique éner-
gique  pourrait  peut-~tre en détruire une  partie, mais  ce  traitement ne  pour-
rait se faire  sans altérer les autres stérols et la matière  grasse  elle-même. 
Il est  important  de  signaler cependant  que  la molécule  de  stigmastérol est 
moins  stable  à  la chaleur que  celle du  cholestérol ou que  celle des sitostérols. 
Le  "stripping" ou  désodorisation des matières  grasses par la vapeur sous  vide 
poussé,  réduit quelque peu la teneur en stérols des matières grasses.  Cepen-
dant,  la sévérité des  conditions du  "stripping" parait limitée  pour les matiè-
res grasses animales,  et  on  ne  peut  guère  dépasser une  température  de  200°C 
avec  une  pression inférieure  à  1  mm  de  mercure  dans  le  cas  de  la graisse bu-
tyrique.  Dans  ces  conditions,  le "stripping" n'enlève pas plus  de  15  ou  2afo 
des stérols totaux.  Pour les huiles végétales,  il semblerait que  la teneur en 
stigmastérol parmi  les stérols des  échappées  de  désodorisation serait supérieu-
re  à  la teneur en  stigmastérol des  produits  soumis  à  la désodorisation (10), 
mais  nous n'avons  pu  confirmer ce fait pour les beurres  "marqués". Il est  en 
tout  cas  certain que  le "stripping" à  l90°C  sous pression de  1  mm  de  mercure 
a  tendance  à  réduire  le taux de  stigmastérol parmi  les stérols totaux du  pro-
duit traité, celui-ci se  décomposant  plus facilement  que  les autres stérols; 
toutefois,  cette réduction est très relative et dépend  des modalités  du trai-
tement. 
A cet  égard,  le stigmastérol n'est certainement  pas un meilleur traceur que 
le  b~ta sitostérol, mais  on  ne  peut  pas  considérer qu'il est sensiblement 
moins  bon. 
L'emploi  du  stigmastérol  comme  traceur de  la matière grasse butyrique et  ======================================================================== 
L'addition au beurre  de  stigmastérol  comme  traceur,  pourrait-elle masquer l'ad-- 104-
dition de  graisses d'origine végétale? Certainement non,  car si la plupart 
des huiles végétales contiennent  du  stigmastérol,  les taux sont  généralement 
moins  importants que  ceux des  autres stérols et.en tout  cas
1beaucoup moins 
élevés que  ceux du bêta sitostérol.  En  conséquence,  une  fraude  par addition 
au beurre  de  graisse végétale  se marque  premièrement par une  augmentation 
anormale  du  taux de  sitostérol qui est toujours de  loin supérieur. au taux de 
atigmastérol,  tandis qu'une fraude par addition de  beurre tracé au stigma-
stérol,  ne  se voit pratiquement pas par l'augmentation du taux de  sitostérol, 
très peu représenté  dans le stigmastérol commercial. S'il y  a  falsification 
d'un beurre par addition intentionnelle de  plus  de  2,~ de  beurre tracé  à 
250  grammes  de~igmastérol par tonne,  le rapport  stigmastérol/sitostérol se-
ra toujours supérieur à  1. 
8•  ~~~~~l~~~~~~~=~~~g~~~~=~~=2!~~=~~~~~~~~gl=;~=~~=~~~~~~l~~g~=;~=~~~=~~; 
~~~~;~~~=~~=l~=8~~~~~~=g~~~~~~; 
Sitostérol 
Prix approximatif/kg 
Pureté  commerciale 
15 u.c. 
supérieure  à  90% 
8. 2.  !:o.!_n!_  !!e_~e-8.!!.a.!Yii,ÇLU~ 
8.2.1. Mise  en  évidence  du  "mar-
quage"  par la déterminati<n 
du  point  de  fusion  des  ac~ 
tates de  stérols. 
a) 
b) 
Doses  nécessaires à  la miœ 
en évidence  après  deux cris-
tallisat  ions 
Doses  contribuant  à  la mise 
en évidence  d'une  anomalie 
par augmentation  sensible du 
point  de  fusion  des acétates 
8. 2. 2.  1iise  en évidence  du  "mar-
quage"  par l'analyse en chroma-
tographie  gazeuse  des  acétatœ 
sur colonnes normales. 
150  gr/  tonne 
50  gr/tonne 
Stigmastérol 
52  u.c. 
95% 
150  er/tonne 
50  gr/tonne a) Doses nécessaires  à  la 
mise  en évidence  de  2% 
de  beurre tracé dans 
un beurre normal. 
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Sitostérol  Stigmastérol 
env.  250  gr/tonne,  inférieure à  150  er/tonne, 
est fonction de  la  est fonction üniquement 
teneur du beurre  en  de  la sensibilité des 
sitostérol  (0,1%)  méthodes  analytiques. 
et de  la sensibi-
lité des  méthodes 
analytiques. 
b) Doses  souhaitables  pour 600  gr/tonne  200  à  250  gr/tonne 
l'efficacité du "mar-
quage" 
Du  point  de  vue  commercial,  le prix du  "marquage"  du, beurre par des  quan-
tités équivalentes de  traceurs sera trois fois moins  élevé  dans  le cas 
du  "marquage"  par le  b~ta si  tostérol que dms le cas  du  "marquage"  par le 
stigmastérol.  Cependant,  du fait que  le stigmastérol ne  semble  pas  ~tre 
présent  dans  la graisse de  beurre,  alors que  le  b~ta sitostérol peut  y 
~tre mis  en évidence  à  des  doses  pouvant atteindre 0,1%  des  stérDls to-
taux,  la sensibilité de  la mise  en évidence  en chromatographie  gazeuse 
peut  ~tre considérablement  accrue par l'utilisation de  stigmastérol au 
lieu de  b~ta sitostérol. 
Il faut  considérer toutefois que  l'obtention d'une telle sensibilité re-
quiert  l'emploi de  détecteurs très sensibles et de  colonnes  à  haut  pou-
voir de  résolution;  à  ce niveau de  sensibilité,  les stérols doivent  ~tre 
très purs et les risques  de  dégradation au sein de  l'appareil réduits au 
minimum,  ce qui n'est pas toujours facile à  réaliser. 
Une  homogénéisation parfaite du stigmastérol dans  les beurres tracés 
semble  aussi plus difficile à  atteindre que  pour le  b~ta sitostérol, 
mais  elle devrait  pouvoir  ~tre réalisée facilement  au niveau des  entre-
prises chargées d'effectuer le  "marquage". 
Le  stigmastérol est  également  plus facilement  dégradable,  sous  des  con-
ditions thermiques  très sévères,  il est vrai,  que  le  b~ta sitostérol. 
D'autre part,  le fait  que  son point  de  fusion est supérieur d'environ 
21°C  à  celui du cholestérol  (29°C  si on  considère les acétates),  ne  con-
duit  à  aucun avantage marqué  sur le  b~ta sitostérol pour la mise  en évi-
dence  de  faibles  quantités de  beurres tracés dans un beurre normal  par 
la  lectu~e du point  de  fusion des  acétates. 
Nous  con$idérons qu'en pratique,  du  point  de  vue  analytique,  la méthode 
de  mise  en évidence  par la chromatographie  gazeuse  peut  obtenir une  effi-
cacité deux  ou trois fois supérieure avec une  dose  de  200  grammes  de 
stigmastérol par tonne  de  graisse butyrique  à  celle qu'on obtiendrait 
avec  une  ~ose de  200  grammes  de  bêta sitostérol par tonne  de  graisse bu-- 106-
tyrique.  Selon cette estimation,  on  pourrait pour le  m~me prix commer-
cial,  "marquer" une  tonne  de  "butter oil" avec une  efficacité analytique 
analogue,  soit par 250  grammes  de  stigmastérol commercial,  soit par 600 
grammes  de  bêta sitostérol commercial.  Cependant,  si on  souhaite obtenir 
une  méthode  d'orientation ou  de  sélection des beurres susceptibles d'être 
fraudés par addition de  beurres tracés,  grâce  à  la mesure  du  point  de 
fusion  des acétates de  stérols, il est évident  que  le choix du  "marquage" 
par 600  grammes  de  sitostérol par tonne  de  "butter oil" s'impose au 
choix de  200  grammes  de  stigmastérol par tonne. 
Le  stigmastérol,  comme  le bêta sitostérol, serait un excellent traceur de 
la matière grasse butyrique.  Son utilisation pour le "marquage"  des beurres 
présenterait cependant,  m~me à  prix égal de  la dénaturation,  plus d'inconvé-
nients que  celle des sitostérols et ne  devrait être envisagée qu'après l'uti-
lisation de  ceux-ci.  L'utilisation du  stigmastérol en vue  du  "marquage"  de 
la graisse butyrique doit donc  pouvoir être envisagée  comme  deuxième  métho-
de  de  dénaturation utilisant un stérol comme  traceur,  si une  distinction en-
tre plusieurs espèces  de  beurres tracés s'avère nécessaire. 
Une  dose minimale  de  150  à  200  grammes  de  sitgmastérol par tonne  de  graisse 
butyrique serait indispensable et une  dose  de  250  grammes  par tonne  serait 
hautement  souhaitable pour obtenir un  "marquage"  efficace. - 107-
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VII.  LES  TOCOPHEROLS. 
Les tocophérols  sont  des  composés  à  pouvoir vitaminique,  liposolubles,  pré-
sents en quantités  extrêmement  variables  dans tous les corps gras naturels. 
Généralement1les graisses animales n'en contiennent  que  des quantités 
très  réduites tandis que  certaines huiles végétales  en sont  largement  pourvues. 
La vitamineE isolée par Evans  (1)  est
1en fait
1 un mélange  de  tocophérols. 
Du  point  de  vue  de  la structure  chimique,  les tocophérols  sont  un  groupe  de 
composés  dérivés  du  6  chromanol,  dont  la position 2  se trouve liée à  un  groupe 
méthyl et  à  une  chaine  isoprénique  comportant  16  atomes  de  carbone et  dont  les 
positions 5,  7 et 8 libres du  noyau aromatique  sont  substituées par des  grou-
pes méthyl.  Il existe  deux séries de  dérivés suivant  que  la chaîne latérale 
est soit saturée,  soit insaturée,  les méthyltocols  ou  tocophérols,  et les 
tocotriénols mis  en évidence  pour la première fois  dans  les huiles  de  son  de 
riz  et de  palme  (2). 
Les  tocophérols  ou méthyltocols  sont  les composés  les plus connus.  Les  princi-
paux tocophérols naturels sont: 
le 5 - 7 - 8  triméthyltocol  ou o< tocophérol 
le 5 - 8  diméthyltocol  ou  13  tocophérol 
le 7 - 8  diméthyltocol  ou  J'  tocophérol 
le 8  méthyltocol  ou  t>  tocophérol 
Les  tocophérols  ont  des  propriétés réductrices  importantes qui  en font  des 
antioxy gènœ naturels  des  corps  gras.  Cependant,  leur pouvoir antioxy  gène est 
médiocre  par rapport  à  celui qu'on obtient avec  les antioxygènes industriels 
de  synthèse,  et  dans  certains cas,  les tocophérols  en concentration élevée 
dans  les huiles perdent  entièrement  leur caractère d'antioxygène  et  deviennent 
même  prooxygènes (3). 
Sur le plan industriel,  les tocophérols totaux sont  généralement  dosés  globa-
lement.  On  utilise leurs propriétés réductrices vis à  vis du fer ferrique qui 
est transformé  en fer ferreux en solution alcoolique.  Le  fer ferreux forme  un 
complexe  avec la 2- 2'  bipyridine,  dont  on  mesure  l'absorption à  520  nm. 
Les  différents tocophérols  réaeissent  différemment;  aussi le  dosage  global ex-
primé  d'habitude  en c( tocophéro~présente-t-il un  c8té conventionnel. 
Les  teneurs  observées  dans la littérature pour les tocophérols  des  corps  gras 
alimentaires sont assez variables. Cette  variabilité est  sans  doute  un fait 
naturel,  mais  elle est aussi liée à  la technique  de  détermination utilisée. 
Les  traitements industriels des  corps  gras,  en particulier le raffinage et 
l'hydrogénation,  ne  devraient  diminuer que  légèrement  (environ  lq%)  la teneur - 109-
en tocophérols totaux,  mais  en réalité,  c'est rarement  le cas. 
Le  tableau suivant  illustre les teneurs moyennes  en tocophérols totaux obser-
vées pour quelques  corps gras d'origine végétale et animale. 
Tableau I 
Tocophérols totaux des huiles végétales et  des graisses animales  en  m~kg 
Huiles végétales  Graisses animales 
Huile  d'arachide  365  (4)  (5)  Beurre  (Canada)  10  à  50  (13) 
Huile  de  coton  776  (4)(5)(6)  Beurre  (Nouvelle  Zélande)24 à  39  (14) 
Huile d'olive  51  (4) (7)  Beurre d'été  f  23  à  31  (15) 
Huile  de  colza  576  (5) ( 6)  20  à  34  (16) 
Huile  de  maïs  782  (4)(8)(9)  11,2 à 38,4  (17) 
Huile  de  coco  19  (4)  Beurre d'hiver  15  à  24  (15) 
Huile  de  tournesol  546  (6)(7)(12)  17  à  30  (18) 
Huile  de  soja  960  (4)(6)(9)(11)(12)  8  à  21  (16) 
Huile  de  germe  de  blé  2247  (4)(5)  6,8à19,1(17) 
Huile  de  sésame  426  (10)(11)  Saindoux  2,2 à  5  (19) 
Huile  de  carthame  901  (4)(10)  Graisse  de  boeuf  10  (20) 
En fait,  les teneurs  indiquées pour les huiles véeétales sont  des teneurs 
moyennes  obtenues sur un  nombre  restreint d'échantillons.  Ces  teneurs sont 
susceptibles de  varier fortement  et  sont toujours beaucoup plus considérables 
dans  les huiles brutes.  L'huile  de  soja bru~ contiendrait par exemple  2800  mg 
de  tocophérols par kg  (21)  et l'huile de  germe  de  blé brute environ 5200  mg 
par kg  (22).  L'huile d'olive vierge  contiendrait environ 155  mg  de  tocophérols 
par kg.  Après  stakage la teneur descend à  41  me/kg,  tandis qu'elle est prati-
quement  nulle pour l'huile raffinée  (10). 
Les  proportions des  divers tocophérols  sont  extrêmement  variables d'une huile 
végétale  à  l'autre avec une  prédominance  générale  d'~et de  d tocophérol  (23). 
L'huile d'olive ne  contient que  de  l'o(tocophérol. 
La  teneur en tocophérols totaux de  la graisse du lait de  vache  et  des beurres 
varie  fortem~nt suivant  le  régime  alimentaire. Elle est nettement plus grande 
en été qu'en hiver (tableau I). 
Selon Anglin et col.  (13)  99,9~ des beurres d'hiver ont  une  teneur en toco-
phérols inférieure à  35  mg/kg et  99,9~ des beurres  d'été~une teneur inférieure 
à  57  m~kg. En  fait, il est excessivement  rare  que  la teneur en tocophérols 
totaux d'un beurre normal  dépasse  50  m&{kg et nous n'avons  jamais  observé plus 
de  40  mg/kg pour les "butter oils". -llO-
La  matière  grasse  du  lait contient principalement  de  1' o<  tocophérol;  la pré-
sence  de  d'  tocophérol a  cependant  été confirmée.  Selon Kanno  (24),  la teneur 
moyenne  en  ~  tocophérol  observée  sur la matière erasse  de  troupeaux indivi-
duels était de  33,8 me/ke en été et  21,6  m~ke en hiver et la teneur moyenne 
en  d'  tocophérol était de  1,  8  me;/kg  en été et 1,1 me/kg  en hi  ver.  I 1  y  aurait 
en moyenne  92,5,1o  d'  ~  tocophérol et  7,~ de  ~ tocophérol  dans  la graisse 
butyrique.  Aucun  autre tocophérol n'a pu y  être mis  en évidence. 
Il résulte de  l'étude sommaire  ci-dessus que  la teneur et la composition en 
tocophérols de  la matière erasse  du  lait smt très différentES de  cell~  des hui-
les végétales et peuvent  donc 8tre facilement  distinguées de celles-ci. Ces diffé-
rences  ont été explOitées  lors de  la recherche  de  falsifications  du beurre par 
addition de  certaines huiles d'oricine végétale  (13)(25)(26)(27). J1alheureuse-
ment,  seules les huiles les plus riches en tocophérols,  telle l'huile de  SOla, 
se prêtent très bien à  la détermination de  faibles taux de  falsification par 
addition au beurre. 
En  vue  d'un contr8le,  il faut tenir compte  des  valeurs extrêmes  du taux de  to-
cophérohdans le beurre,  valeurs extrêmes qu'on ne  connaît  que  très approxima-
tivement,  et il est nécessaire  de  disposer d'une méthode  rapide,  reproductible 
et  suffisamment  sensible  de  dosaee  du  tocophérol total.  Or,  si les méthodes 
calorimétriques sont  suffisamment  sensibles, il faut  bien souliener leur c8té 
conventionnel,  leur imprécision relative et leur manque  de  spécificité. 
Par ailleurs,  si les méthodes  analytiques basées sur l'extraction de  l'insapo-
nifiable et la séparation des  éléments  de  celui-ci par des  techniques  chromate-
graphiques  gagnent  en spécificité, elles deviennent  longues,  onéreuses,  diffi-
cilement accessibles en contr8le  courant. 
Pour obtenir un  "marquage"  convenable  des beurres par les tocophérols,  deux 
conditions essentielles devront  être réalisées,  d'une part l'obtention d'une 
néthode  rapide et reproductible  à  défaut d'être suffisamment  spécifique et 
précise  de  dosage  du  tocophérol t,otal  dans  le beurre  et_, d'autre part,  la dispo-
sition de  concentrés  de  tocophérols  commerciaux  à  haut  degré  de  pureté. 
2.1.  ~e_p~o~l!m~  ~i212Ci~e-
Les  tocophérols possèdent  dans  leur ensemble  une  actionvitaminique E.  Ils 
sont additionnés intentionnellement pour cet effet et  conune  antioxydant 
dans  de  nombreux  corps gras alimentaires  (margarines).  Ce  sont  donc  des 
composés  indispensables  dans  l'alimentation humaine  et leurs effets bio-- lll-
logiques  sont bien connus.  Il ne  pourra y  avoir aucun  inconvénient bio-
logique  à  augmenter artificiellement le taux de  tocophérol total du 
beurre au niveau de  celui qui est constaté  dans  les huiles brutes les 
plus riches,  telles les huiles  de  soya ou  les huiles de  eermes  de  cé-
réales,par addition de  concentrés  de  tocophérols naturels ou  même  par 
addition de  tocophérols  de  synthèse. 
Le  prix des  concentrés  de  tocophérols  (environ 50%  de  tocophérol total) 
serait actuellement  (1972)  de  l'ordre de  26  U.C.jkg.  Cependant  ce prix 
est susceptible  de  fluctuer suivant  la demande. 
Le  prix du  "marquage"  est évidemment  lié au pourcentage  de  tocophérol 
additionné  comme  traceur à  la graisse butyrique. 
Si1 comme  nous  le verrons plus  loin,  une  dose  de  0,05,%  est un strict 
minimum  admissible,  cette  dose  correspondrait  à  500  gr de  tocophérol 
total réel à  la tonn~ soit  1  kg de  produit  commercial,  ou  26  u.c.  pour 
le  "marquage"  d'une  tonne  de  beurre.  Dans  de  telles conditions,  le 
"marquage"  du beurre avec  un  concentré  de  tocophérols serait évidem-
ment  une  opération relativement  coûteuse. 
Les  méthodes  analytiques appliquées par l'industrie sont basées sur le 
caractère réducteur des  tocophérols,  et sur la formation  d'un complexe 
entre le fer ferreux et la 2  2'  bipyridine.  Ces  méthodes  ont  donc  un 
caractère  conventionnel,  mais qui  peut  suffire pour un  contr8le  rapide. 
Les  tocophérols  sont  dosés  dans  l'insaponifiable  ~près séparation de 
celui-ci par des techniques appropriées,  évitant  spécialement 
les phénomènes  d'oxydation,  ou  dans  une  solution huileuse elle-même. 
La  séparation de  l'insaponifiable est une  technique  longue,  demandant 
beaucoup  de  soins pour éviter les  pertes;  elle est difficilement 
applicable  à  un contr8le rapide. 
Le  dosage  direct du tocophérol  dans  le beurre par colorimétrie du com-
plexe  formé  par le fer ferrP-ux et la 2  2'  bipyridine n'est pas spécifi-
que.  C~pendant, divers anteurs  ont  préconisé un  lavage acide qui n'af-
fecte  en rien la teneur en tocophérols totaux,  mais  élimine une  eTande 
partie des  composés  indésirables  (25)(26)(27).  Une  correction doit être 
apportée  pour le carotène  qui n'est pas  éliminé.  Le  traitement  acide 
n'élimine pas non plus les antioxydants  du  type  BHA  ou BHT,  mais  ceux-
ci ne  sont normalement  pas présents dans  le beurre. - 112-
La  méthode  décrite par Mahon  et Chapman  (26)  et reprise par Loury et 
col(25)  ne  donne  donc  pas une  mesure  du  tocophérol  réel,  puisque  d'au-
tres composés  de  l'insaponifiable peuvent  interférer. 
Cependant  elle est  suffisamment  sensible pour être utilisée  comme  tech-
nique  de  dépistage  des  fraudes.  Comme  ces auteurs,  nous  considérerons 
comme  nonnale  pour le beurre,  une  teneur en tocophérol  "apparent"  infé-
rieure à  50  m~kg et  comme  anormale  une  teneur supérieure  ou égale  à 
60  mg/kg. 
Pour les beurres stockés,  il semble  cependant  que  ces normes  soient trop 
larges et  on  peut  considérer comme  suspect tout beurre  dont  la teneur 
en tocophérol total dépasse  40  mg/kg. 
2.4.  ~o_!a~e_d~ _io_2.o~!r.2,1_a}U>!:_r~ni ~S!!,s_l~ :_b~t!_er. .2,il"_ 
Cette méthode  est reprise  de  Loury et col  (25),  avec  des modifications 
mineures. 
On  pèse  10  g  de  "butter oil" qu'on dissout  dans  l'éther de  pétrole et  on 
ajuste la solution à  50  ml  dans  une  fiole  jlugée.  Cette solution est 
agitée  dans  une  ampoule  à  décanter de  125  ml  avec  10  ml  d'acide sulfu-
rique  à  6Q%.  On  laisse reposer un quart  d'heure et on  décante  la couche 
acide.  On  lave ensuite avec  deux fois 25  ml  d'eau.  On  opère  en même 
temps  avec  un témoin de  50  ml  d'éther de  pétrole.  On  mesure  l'absorption 
de  la couche  éthérée  à  440  n  m en prenant  le témoin  comme  référence, 
soit D 440.  On  prélève  10  ml  de  la solution éthérée,  ajoute  dans l'or-
dpe  3,5 cc  de  bipyridine  2  2'  à  o,o?,%  dans  l'alcool absolu,  95  cc  de 
chlorure ferrique  à  0,5.%  dans  l'alcool absolu,  4  cc d'alcool absolu et 
2  cc d'eau bidistillée.  On  agite  10  secondes et laisse séparer la cou-
che hydroalcoolique  (10  ml)  qui  contient  le  complexe  coloré.  On  enlève 
la couche  éthérée  avec  une  seringue et on mesure  l'extinction de  la so-
lution alcoolique  à  520  n  rn  endéans  5  à  10  minutes,  soit D 520 •  D 520  -
D 540  correspond  sensiblement  à  la mesure  de  l'extinction du  com-
plexe  formé  à  partir des tocophérols  de  la prise d'essai  (2 gr) dans 
10  ml  de  solution.  L'extinction spécifique  du  complexe  coloré  à  520  n  m 
étant  de  392  pour l'  ~tocophérol (  E  Î%cm  = 392)  on  calcule le tocophé-
rol apparent total selon la formule: 
4 
Tocoph.  total en me/kg=  (D  520  - D 540)  x  10 
39,2 x  2 
N.B.  L'alcool éthylique doit être exempt  d'aldéhydes  (préparé  par ad-
dition de  1  g  de  permaneanate  de  potassium et  de  2  g  de  potasse  en pas-
tillœ à  1  1.  d~alcool  absolu et rediatillation). - 113-
L'éther diéthylique doit être exempt  de  peroxydes  (préparé  paP aeita-
tion de  500  ml  d'oxyde  diéthylique  avec  une  solution de  4 g  de  nitrate 
d'argent  dans  30  ml  d'eau et 2  g  de  potasse  dans  50  ml  d'eau)  (28) 
Une  analyse  systématique  de  beurres  stockés n'a pas été entreprise. 
Parmi  les "butter oils" le taux de  tocophérol  apparent  total était 
de  l'ordre  de  15  à  25  mg/kg. 
3.  Les  concentrés  commerciaux  de  tocophérols  ========================================= 
Les  concentrés  de  tocophérols  sont  préparés pour le commerce  par distilla-
tion moléculaire  des huiles végétales,  de  leurs boues  ou  distillats à  la va-
peur.  Des  concentrés  de  tocophérols  commerciaux nous  ont  été fournis  par une 
firme  européenne. 
La  teneur en tocophérol total obtenu après  solubilisation du  produit  dans 
l'alcool absolu par formation  du  complexe  coloré à  la bipyridine  2  2'  et 
colorimétrie a  été estimée  à  5~~' alors que  la firme  garantissait 5Œfo. 
Les  tocophérols totaux ont  été séparés par chromatographie  gazeuse  (Fig.l) 
sur colonne apolaire dans  les conditions  suivantes: 
Colonne: 
Phase: 
Acier inox - longueur 2  rn  - dian.  3  mm 
5,%  S  E  52  sur Aeropak 30,  100  - 120  mesh 
Te~pérature 240°C. 
Gaz  porteur:  Azote  35  ml/min. 
Détecteur:  F  I  D  260°C. 
Injecteur: 
Quantité  injectée: 
Dans  ces  conditions les temps  de  rétention relativement  à  celui  de  l'  ~toco­
phérol  sont  de  1'  ordre  de  0,  80  pour les  !?>  et  ~ tocophérols  (non  séparés) et 
de  0,60 pour le i  tocophérol  (Fig.  1). 
La  composition estimée par chromatographie  gazeuse était de 
10,  1%  de  ~  tocophérol 
31,4%  de  13  +  ~ tocophérol 
52,~ d'  c< tocophérol 
Par chromatographie  sur couche mince  de  silice avec  le  chloroforme  comme 
éluant  on  peut  éealement  séparer les  ~  ,  13  +  ~ et  ô  tocophérols. 
Une  confirmation de  la composition globale  a  été obtenue  en grattant les 
spots  contenant  les différents tocophérols,  en éluant  ceux-ci par l'alcool 
et en effectuant un  dosage  par colorimétrie  à  la bipyridine  2  2'. 0
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Fig.  2  C.c.m.  de  gel de  silice des tocophérols 
Développement:  Chloroforme 
Révélateur:  2Q%  de  pentachlorure d'antimoine  dans  le 
tétrachlorure de  carbone 
F  --
4 
3 
2 
1 
0 
c------ - ~ 
Concentré de  tocophérols:  5 microl. 
0  origine 
1  5' tocophérol 
2  J5  tocophérol 
3  r tocophérol 
4  c'. tocophérol 
F  front - ll6-
Si  on  ne  procède  pas  à  une  analyse quantitative,  les tocophérols  sont  révé-
lés par le pentachlorure  d'antimoine  à  20%  dans  le tétrachlorure de  carbone, 
le réactif d'Emmerie  Engel,  l'acide phosphomolybdique  à  20%  dans  l'éthanol 
ou un autre réactif non spécifique. 
La  révélation par le pentachlorure d'antimoine a  permis d'établir la pré-
sence  simultanée  des  ~  (color.  brune) et  ~ (color.  verte) tocophérols 
dans  l'échantillon analysé. 
Les Rf des  différents tocophérols  sont  approximativement  0,75  (~toc.) 
0,50  (  0  toc.) 0,54  (  ~toc.) et 0,35  (  ~toc.) (Fig.  2). 
Les  concentrés  commerciaux ét"aient  d'autre part très riches  en phytostérols 
(ca 7%),  le support étant une  huile végétale. 
La  composition des  acides gras  de  la fraction huileuse  révèle  une  haute 
proportion d'acide oléique  (35%)  et  d'acide linoléique  (35%),  des  teneurs 
moins  élevées  en acide  palmitique  (12%)  et  stéarique  (8%)  et également,  la 
présence  d'acides inférieurs vraisemblablement  issus de  l'huile de  coco 
(3,5%  Cl2).  L'analyse  des  stérols  indique une  teneur élevée  en sitostérols 
(60%)  et campestérol  (30%)  et moins  élevée  en stigmastérol  (inférieure à  ~. 
En  fait,  il semble  que  le support huileux ne  soit pas  une  huile  pure et il 
est certain que  les procédés  industriels d'extraction ont  pu modifier la 
composition des  acides gras et  des  stérols  de  cette huile. 
4•  Choix  du  taux de  traceur  ======================== 
Un  choix rationnel du  taux de  traceur à  additionner au beurre en vue  de  son 
"marquage"  doit tenir compte  de  la présence naturelle  de  tocophérols  dans  la 
matière  grasse butyrique.  Or,  si normalement  en été,  cette teneur peut at-
teindre parfois environ 50 mgjkg,  elle sera toujours beaucoup moins  élevée 
dans  les "butter cils" issus de  beurres stockés  où  pratiquement  elle dé-
passe  rarement  25  mg/kg et peut  descendre  à  10 mg/kg. 
Si un beurre  "marqué"  doit contenir au moins  60  mg  de  tocophérols par kg, 
il faut  au minimum  lui apporter 50  mg  supplémentaires  par kg ou 50 mg/tonne. 
Pour qu'un mélange  à  5%  de  beurre  "marqué"  dans  un beurre normal  possède 
une  teneur minimum  de  60 mg/kg  de  tocophérols,  il sera nécessaire d'ajouter 
1  kg de  tocophérols  purs par tonne  de  "butter cil" à  dénaturer,  soit encore 
près  de  2  kg de  concentré  de  tocophérols  commerciaux. 
Au  prix de  revient  de  plus de  50 u.c.  par tonne,  le  "marquage"  du beurre de-
vient  certainement trop coûteux.  D'autre part,  on  ne  connaît  pas  encore 
l'effet que  pourrait avoir l'addition de  quantités si élevées  sur la stabi-
lité de  la matière  grasse  du beurre,  les concentrations élevées  de  tocophé-
rols  pouvant  avoir un effet prooxygène  (3). - 117-
Pour ces  raisons,  nous  avons  limité nos essais au  "marquage"  par 1  kG  de  toco-
phérols  commerciaux  à  la tonne,  soit 550  gr de  tocophérols purs/tonne. 
Le  choix d'une telle dose  permettra la mise  en  évidence  d8ns  tous les  cas  de 
10%  de  beurre•marqué.dans un beurre nonmal. 
5·  Dosage  du  tocophérol apparent  dans  les beurres tracés  ===================================================== 
La  méthode  de  base est celle décrite ci-dessus  au chapitre 2.4. 
Cependant,  afin de  rester dans la partie linéaire de  la courbe  de  la loi de 
Lambert  -Beer,  les prises d'essais doivent  être choisies approximativement 
proportionnellement  aux concentrations  de  tocophérol~pour rester dans  le do-
maine  des  extinctions comprises  entre 0,3 et 0,9. 
soit 2  cc  (0,4 g)  pour le beurre tracé par 1  ke de  tocophérols  commerciaux 
à  la tonne. 
4 cc pour un mélange  à  5CY/o  de  beurre tracé  dans  un beurre normal 
8  cc pour un mélange  à  25% 
10  cc pour les dilutions plus faibles. 
Il n'a pas été appliqué  de  correction pour le carotène,  lorsque la prise 
d'essai était inférieure  à  10  cc;  dans  ce  cas,  l'erreur par excès  commise  est 
relativement faible puisque  la concentration en tocophérols est  élevée  (supé-
rieure  à  140  me/kg)  et n'affecte aucunement  le classement  entre beurres nor-
maux,  beurres suspects et beurres additionnés  de  beurres tracés. 
En  pratique1 seront  considérées  con~e  suspectes~les valeurs d'extinction obte-
nues  dans  les conditions ci-dessus,qui seront  comprises  entre 0,35  (44  mG(kg) 
et 0,45  (58  m~kg) et anormales  les valeurs  supérieures  à 0,45. 
Les  échantillons suspects peuvent  éventuellement faire l'objet d'une  analyse 
chromatogra.phique sur couche  mince  des  tocophérols après  leur séparation de 
l'insaponifiable. 
La  mise  en  évidence  de  /?)  ou  ~ tocophérols  dans  un beurre  en proportion s.upé-
rieure à  20%  de  l' 0( tocophérol est une  anomalie  qui  se  constatera plus aisé-
ment  que  la présence  de  ~ tocopliérol. 
Cependant
1 du fait  de  la richesse  des  concentrés  de  tocophérols  commerciaux  en 
phytostérols,  il est encore plus simple  d'effectuer une  analyse  des  stérols~ 
t  sitostérol x  100  de  mettre  en évidence  le stigmastérol ou  d'observer un  rappor 
J  cholestérol  supérieur à 0,2. 
Le  dosage  global  des tocophérols  suivant la méthode  proposée n'est évidemment 
pas spécifique.  Les  antioxygène' tels le BHA  et  le BHT  resteraient  dans  la 
graisse après  lavaee acide et interféreraient sur le  dosage  en auementant  la 
formation  de  complexe  coloré.  Cependant,  ces produits ne  peuvent  se trouver - 118-
dans  les beurres et  leur mise  en  évidence  par des  méthodes  simples est assez 
facile. 
6.  Elimination du  traceur de  la graisse butyrique  ============================================== 
Les  tocophérols,  étant  des  antioxygènes,  sont  des  composés  très sensi-
bles à  l'oxydation et  leur teneur est susceptible  de  diminuer graduelle-
ment  pendant  le stockage. 
Les  courbes  de  variations  de  la teneur en  antioxygènes  dans  les lipides 
en  cours  d'oxydation  ont  en général une  allure très rapidement  décrois-
sante  (29).  Nous  avons d'ailleurs constaté que  les beurres  de  frieo en 
bon  état  de  conservation ont  une  teneur relativement basse  en tocophé-
rols totaux  (20  à  30  m~kG) alors que  ce  sont  eénéralement  des beurres 
d'été. 
Des  essais d'orientation ont  alors été entrepris pour observer la dimi-
nution relative  du  taux de  tocophérol  au cours  du  temps. 
Des  échantillons de  500  gr contenant  1028  et  220  gr de  tocophérols totaux 
par kg de'butter oil"  ont  été placés pour une  partie à  la température 
du  friGidaire  (env.  5°C.) et pour une  autre partie à  l'étuve à  70°C. 
Le  taux de  tocophérol  to!_al  du  "butter oil" conservé  à  5°C  n'a pas  dimi-
nué  de  manière  significative après six semaines  (moins  de  5% ). 
Pour les échantillons placés à  l'étuve à  70oc,  la diminution a  été rela-
tivement  réduite les deux premiers  jours et s'est accentuée  le troisième 
jour.  Il a  fallu attendre  12  jours pour voir le taux de  tocophérols  tom-
ber en-dessous  de  60  me/ke pour l'échantillon contenant  au départ  1028  Gr 
de  tocophérols totaux par tonne  de  "butter oil" et 4  jours pour l'échan-
tillon contenant  au départ  220-·gr  de  tocophérols totaux par tonne. 
Aucun  essai n'a été effectué  à  température  ordinaire  (ca 20°C).  Cependant 
par analoeie avec  les résultats observés  dans  la littérature  (30)  (31) 
pour des huiles véeétales,  on  peut  penser que  la teneur en tocophérols 
des  "butter oils""marqués"ne  diminue  que  très lentement  au cours  d'une 
période  de  1  mois  à  2  mois  à  20°C. 
En  fait,  la teneur en tocophérols totaux des  corps gras est en diminution 
continuelle pendant leur stockage,  selon l'intensité des  phénomènes 
d'autoxydation,  mais  dans  les conditions ordinaires de  conservation des 
"butter oils" à  des températures  inférieu:rs  à  0°C,  il n'y a  pas  lieu de 
craindre  des modifications notables  de  la teneur en tocophérols  pendant 
~usieurs mois,  délai  amplement  suffisant pour un contr8le efficace de 
produits généralement  destinés à  être consommés  rapidement. - 119-
Tableau II:  Evolution de  la teneur en tocophérol total à  70°C 
dans  des beurres  "marqués". 
Toc.  total 
mg/kg 
1100 
1000 
900 
800 
700 
600 
500 
400 
300 
200 
100 
1  2  3  4  5  6  1  8  9  10  11  12  13  14  jours 
Si d'autre part, une  température  élevée et l'autoxydation accélérée qui 
en résulte tendent  à  faire baisser beaucoup plus  rapidement  la teneur 
en tocophérols,  ce n'est pas  sans  altératio~de la matière grasse,  aux~ 
quelles il sera difficile et  coûteux de  remédier. 
6.2.  1_e_rg:,ff.i!!a~e-
Les  tocophérols  sont  des  substances huileuses  liposolubles.  La  solubili-
sation dans  les matières grasses se fait aisément.  On  ne  peut  les extrai-
re  à  l'eau ni  diminuer leur teneur d'une  manière  conséquente par entrai-- 120-
nement  à  la vapeur.  Lors  du  raffinace  des  corps  gras,  la démucilaeination 
peut  en entraîner une  partie avec  les phosphatides,  mais  celle-ci n'a 
jamais lieu d'être effectuée sur le "butter oil",  celui-ci ne  contenant 
d'ailleurs pratiquement plus de  phosphatides. 
Les  procédés  de  désodorisation à  la vapeur sous vide  sont  égalêment 
susceptibles d'enlever une  petite partie des  tocophérols  des  corps gras. 
De  manière  générale  cependant,  la préparation industrielle  des huiles 
alimentaires provoque  peu de  pertes,  &,%  au maximum  au cours du  raffinage 
alcalin et moins  encore par désodorisation à  la vapeur.  L'hydrogénation 
ne  produirait aucune  perte sensible  (31)(32). 
Les  méthodes  de  détermination des  tocophérols totaux dans  les corps gras basées 
sur la colorimétrie du  complexe  à  la bipyridine  2  2', ne  sont valables que 
pour autant  que  l'on ait éliminé  des  corps  gras,  les substances  à  caractère 
oxydant  ou  réducteur ou  celles dont  l'absorption à  520  n  rn  pourrait interférer 
lors Je  la leature au spectrophotomètre.  Cette élimination est le point  déli-
cat  de  la méthode  utilisée.  Ainsi,  les tocophérols pourraient-ils être substi-
tués par des  antioxygèn~~ tels le BHA,  le BHT  ou  même  le sésamol et  donner 
également  des  réactions bien nettes.  Cependant  l'addition de  ces  substances 
est Généralement  interdite dans  les beurres et  leur présence éventuelle pour-
rait être recherchée  par des tests spécifi ques. 
8.  Conclusions  =========== 
Du  fait  des variations naturelles de  la teneur en tocophérols  des  "butter cils" 
au cours  du  temps  et  selon le traitement  industriel subi,  à  cause  de  la pré-
sence  d'un taux limité mais  réel de  tocophérols  dans  la eraisse butyrique,  à 
cause  de  la non  spécificité d'une  méthode  rapide  de  dosage  et de  son caractère 
conventiDnnel  qui lui confère  une  précision relative,  l'addition de  tocophé-
rols aux beurres ne  donne  pas  lieu à  l'obtention d'une  méthode  analytique  sim-
ple,  très sensible et très précise applicable  au contr8le  des  beurres•marquésf  , 
Par contre un test simple  et efficace a  pu être élaboré.  Ce  test,  basé  sur 
les propriétés réductrices  du  tocophérol et la réaction d'Emmerie  Engel,  est 
non  spécifique.mais il met  en évidence  une  anomalie  dans  la composition  de  la 
1 
matière grasse,  ce  qui est l'essentiel;  pour s'assurer de  la nature  de  l'ano-
malie,  des  aaalyses plus poussées  (c.  c.  m.  de  l'insaponifiable)  devront  être 
effectuées. - 121-
Pour pouvoir déterminer analytiquement  par ce test 5%  de  beurre  "marqué"  dans 
un beurre normal,  il serait nécessaire d'ajouter dans  le beurre  à  tracer 1  kg 
de  tocophérols purs  à  la tonne,  soit 1,9 kg de  concentrés  commerciaux  à  55%. 
Le  prix du  "marquage"  deviendrait  sans  doute  prohibitif puisque  dans  les condi-
tions actuelles (1972),  il se monterait  à  50  u.c.  par tonne  de  "butter oil". 
Si on  réduit le taux de  tocophérols  à  ajouter pour "marquer"  le beurre,  la sen-
sibilité analytique  du test est évidemment  réduite d'autant. 
Notons  aussi que  l'incidence de  ha1rles  teneurs  en tocophérols  sur la conserva-
bilité du "butter oil"  "marqué"  devrait être étudiée,  un caractère  pro-oxygène 
n'étant pas  à  exclure. 
Si les conditions économiques  le permettaient,  le "butter oil" pourrait être 
"marqué"  plus  simplement  encore  par du tocophérol  de  synthèse  (<:><.  tocophérol). 
Cependant,  à  l'avantage des  concentrés naturels,  signalons  outre les facteurs 
économiques,  la composition en e<,  ~ ,  d  et~ tocophérols,  différant très lar-
gement  de  celle de  la matière grasse butyrique et la présence d'un taux impor-
tant  de  phytostérols,  facilement  mis  en évidence  parmi  les stérols des  corps 
gras animaux.  Cet  avantage,  du  point  de  vue  analytique,  risque pourtant  de  de-
venir un  inconvénient  sur le plan de  l'efficacité du  "marquage".  La  présence 
dans  un beurre tracé  de  concentrés  commerciaux  de  tocophérols  contenant  des 
phytostérols,  pourrait y  masquer dans  une  certaine mesure  l'addition dans  un 
but  de  falsification,  de  faibles quantités de  matières grasses végétales. 
En  résumé,  si l'élimination du tocophérol  ou  du moins  une  diminution suffisan-
te de  son taux dans  le "butter oil" sans altération importante  de  la ma"t;ière 
grasse butyrique est économiquement  difficilement  imaginable,  ce  sont  des  fac-
teurs analytiques et davantage  économiques  qui  rendent  actuellement  probl~ma­
tique l'utilisation des  concentrés de  tocophérols naturels  comme  traceurs des 
des beurres. 
Les  inconvénients analytiques peuvent  être facilement  surmontés si on  s'en 
tient  à  un test.  L'emploi  de  la bathophénantroline  comme  composé  chromogénique 
au lieu de  la bipyridine  2  2'  multiplie par 2,5 la sensibilité de  la méthode 
colorimétrique  (33 ).  L'utilisation de  1' oCQ'..'  diphényl 1"3  picrylhydrazyl 
(D.D.P.H.)  offre  également  des  perspectives tout aussi  intéressantes  (34). 
Actuellement,  la méthode  la plus sensible,  mais  qui  demande  un soin particulier, 
reste la chromatographie  gazeuse.  Des  méthodes  officielles basées  sur la chro-
matographie  gazeuse  ont  d'ailleurs été très vite acceptées  pour le contr8le 
des  produits pharmaceutiques  (35)  (36). 
Quant  aux inconvénients  de  nature  économique,  il n'est pas exclu de  les voir 
s'amenuiser peu à  peu,  si l'amélioration des  techniques  industrielles d'extrac-
tion ou  de  synthèse contribue  à  faire baisser suffisamment  les prix commerciaux 
des  tocophérols naturels  ou  de  synthèse. - 122-
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2.3.  Les  additifs des  corps gras 
Les  additifs des  corps gras qui  pourraient être éventuellement utilisés com-
me  traceurs doivent  présenter en premier lieu toutes  les garanties d'inno-
cuité bioloeique. 
Pour cette raison,  nous  n'examinerons  que  les additifs autorisés par les di-
verses législations européennes,  en ne  dépassant  pas  les doses  maximales 
prévues. 
Parmi  les additifs pour corps gras alimentaires prévus par les diverses lé-
gislations européennes,  nous  distinguerons les matières colorantes,  les 
antioxygènes et leurs synergistes,  les agents émulsifiants. 
Nous  ne  considérerons  pas  les antimoussants  (diméthylpolysiloxane) autorisés 
à  des  doses  de  l'ordre de  quelques  p.p.m.  pour la friture,  ni les arômes 
qui  peuvent  être extraits par désodorisation  (vanilline). 
Ce  sont  des  produits naturels  ou  des  extraits de  produits naturels. 
On  peut  obtenir le ~  carotène  et certains caroténoïdes par synthèse. 
L'addition de  rocou ou  de~ carotène  au beurre d'hiver est très souvent 
effectuée afin d'obtenir une  coloration conforme  au goût  du public. 
Le~ carotène est un colorant naturel de  la matière erasse  du lait de 
vache.  La  teneur en carotène  de  la matière  grasse  du  lait est  extrêmement 
variable  suivant  les saisons et suivant  les réeions,  soit de  4 à  12  mgr 
par ke;  selon les observations de Kuzdzal- Savoie  (1).  La  teneur en caro-
tène  des  beurres subit  les mêmes  variations saisonnières et réeionales 
que  celles des  laits. Hugo  et Causeret  (2)  signalent  une  teneur moyenne 
de  242Jle/100 gr pour les beurres alsaciens et 455 )Ue/100  gr pour les 
beurres normands.  Pour des beurres canadiens,  Searles et Armstrong  (3) 
donnent  une  moyenne  de  915  JU~lOO gr en été,  307~g/100 gr en hiver et 
616 ~e/100 gr pour l'ensemble  de  l'année.  Casalis et al  (4)  observent  un 
éventail  de  teneurs  en  ~carotène des beurres français allant  de  traces 
à  1000  et même  1200 JUg,/100  er avec  une  teneur moyenne  pondérée  de  300  à 
400 pc/  100  gr. 
En  réalité,  la teneur en  ~carotène d'un beurre est non  seulement  fonction 
de  l'origine de  la matière grasse,  mais elle diminue  également  au cours 
du  stockage.  A basse  températur7 cette diminution est cependant très fai-
ble.  Ainsi,  suivant Casalis et al  (5)1 la diminution  de  la teneur an 
1.3  carotène  de  plaquettes de  beurre  de  250  g'l emballées  dans  du  papier · 
aluminium
1est  à  peine  perceptible après quatre mois  de  conservation à  4°C. - 124-
Sans  doute  des  pertes plus  importantes  ont-elles lieu au cours  de  la fa-
brication,  elu  transport  ou  des manipulations ultérieures de  la matière 
crasse butyrique,  car  ~ertains beurres  CO!!ï.merciaux  ont  une  teneur en 
13  ce.rotène  presque nulle. 
Le  0  carotène et  les caroténoïdes  en cénéral sont très sensibles  à  l'oxy-
dation et  aux températures  élevées.  Ils sont  en t;rande  partie détruits 
lors de  la désodorisation à  la vapeur sous vide  poussé  ou  par hydrogéna-
tion  (6). 
On  peut  les enlever des  corps cras en filtrant  ceux-ci  sur terres décolo-
rantes  ou sur noir animal. 
Le  ~ carotène étant présent naturellement  dans  la  graisse  de  beurre et 
son addition étant permise,  il était pratiquement  impossible  de  l'utiliser 
comme  traceur.  Par contre,  on  s'est servi  d'un de  ses dérivés par dégra-
dation oxydative, 1' ester éthylique  de  1 'acide /.3  apo 8'  caroténoïque  qui 
n'est pas naturellement  présent  dans  les beurres. 
Ce  co~posé fut  préconisé  co~me traceur au sein de  la C.E.E.  (riglement 
1:.11/70  du  '1  mars  1970)  à  la dose  de  15  er/tonne.  COilli1le  traceur visuel, 
son effet était  insuffisa~ment marqué,  mais  on  pouvait établir rapidement 
sa présence par chromatocraphie  sur colonne  d'alumine.  Cependant,  comme 
le  ~0 carotène,  l'ester éthylique  de  l'acide~ apo  8•  caroténoïque est peu 
stable. Il se  décrade  à  la chaleur et est facilement  oxydé.  Il est détruit 
au cours  de  la désodorisation à  la vapeur sous vide et par une  légère hy-
drogénation.  La filtration de  la graisse  "marquée"  sur terres décolorantes 
suffit à  l'éliminer. 
D'autres matières  colore~1tes, telles les chlorophylles,  furent  aussi uti-
lisées de  temps  à  autre  pour~marquep/la craisse de  beurre  (règlement  C.E.E. 
1732/G9  du 1/9/69  ).  Ces  composés, en  raison de  leur nature peu stable,  de 
leur prix de  revient et  de  leur adsorption facile sur terres décolorantes 
ont  été  rapidement  écartés  co~e traceurs  des  "butter oils". 
En  réalité
1 les piGffients  naturels liposolubles présentent  tous les mêmes 
inconvénients  comme  traceurs des  corps cras.  En  général,  ils sont  peu 
stables,  sensibles  à  la chaleur,  à  l'oxydation et  à  l'hydroeénation et1 
surtout,  ils sont  éliminables par des  techniques actuellement bien connues. 
Il est probablement  illusoire  de  rechercher un traceur efficace  de  la 
graisse  de  beurre qui,  en particulier,  ne  pourra être éliminé  de  celle-ci 
éconoœiqueme:nt, pP-.rmi  les colorants  liposolables actuellement  autorisés par 
les léc;isle.tions des  différents pays  européens. - 125-
Les  antioxygènes  ont  pour effet de  protéger les corps  gras  contre l'autoxy-
dation. Il existe des  antioxygènes naturels et des  antioxygènes  obtenus par 
synthèse.  Parmi  les antioxygènes naturels,  citons les tocophérols,  présents 
dans  tous les corps gras mais  principalement  dans  certaines huiles  végétale~ 
le sésamol  de  l'huile de  sésame,  le gossypol  de  l'huile de  coton et l'acide 
nordihydroguaiarétique extrait de  la créosote. 
L'étude  des  tocophérols  comme  traceurs éventuels  du beurre a  été envisagée 
au chapitre 2.2.VII. 
Le  sésamol fut  un traceur dont  l'utilisation a  été très grande  pour "mar-
quer" le beurre,  en dépit  de  son élimination relativement facile des  corps 
gras par des  procédés de  raffinage  ou  de  désodorisation.  Son  étude  en tant 
que  tel,  a  été décrite  dans la première partie de  ce travail,  récemment  pu-
bliée par la C.E.E.  (7). 
Le  gossypol présente des  inconvénients de  nature biologique et est d'ailleurs 
éliminé  de  l'huile et des  tourteaux de  coton. 
L'acide nordihydroguaiarétique  (N.D.G.A.)  est relativement  peu soluble  dans 
les graisses et peut être éliminé  au moyen  de  lavages  par des  solutions 
aqueuses  légèrement alcalinisées. 
Parmi  les antioxygènes  de  synthèse,  citons principalement le butylhydroxy-
anisol  (B.H.A.),  le butylhydroxytoluène  (B.H.T.) et  les gallates  (propyl, 
octyl,  dodé cyl). 
L'addition de  ces divers antioxygènes  synthétiques est autorisée par prati-
quement  toutes les législations européennes  à  une  dose  limitée le plus  sou-
vent  à  O,Ol%. 
Il existe actuellement  des tests qualitatifs parfaitement mis  au point pour 
la détermination de  telles doses  dans  les corps gras. Citons particulière-
ment  les méthodes  préconisées par l'A.O.A.c.  (8) et celles décrites dans  les 
ouvrages spécialisés  (9)  (10) 
Les  gallates sont  peut être les composés  les plus facilement mis  en évidence 
par ces méthodes.  Ils sont plus solubles dans  les graisses que  le N.D.G.A. 
mais ils sont  relativement  solubles dans  l'eau,  principalement les gallates 
inférieurs,  et peuvent être facilement  extraits des  corps  gras par lavages 
répétés à  l'eau,  surtout  en milieu alcalin. Ils ne  peuvent  donc  constituer 
des traceurs pour les "butter oils". 
Le  B.H.A.,  mélange  des  deux isomères 2  et 3  tert. butyl 4  hydroxyanisol est 
insoluble  dans  l'eau et présente moins  d'inconvénients que  les gallates,  par-
ticulièrement  en biscuiterieo C'est probablement  l'antioxygène le  plus - 126-
utilisé industriellement. Il est très facilement  mis  en évidence  à  la 
dose  de  0,01%  par la méthode  A.O.A.C.  ou par colorimétrie du composé 
bleu formé  en milieu alcalin avec la 2  - 6  dichlorobenzoquinone 4  chlo-
rimide  (11)  (12).  Des  méthodes  d'analyse quantitative ayant  recours  à 
la chromatographie  sur couche  mince  ont  été mises  au point  (13)  (14),  et 
certaines utilisent également  la fluorimétrie,  après  isolement  par chro-
matographie  sur plaque  (15).  L'analyse quantitative des  antioxygènes 
après  séparation par chromatographie  sur couche  mince  est peu indiquée 
pour le contr8le courant,  car la  précision des  résultats obtenus  dépen-
dra de  l'extraction plus  ou moins  complète,  de  la séparation et de  la 
récupération quantitative sur plaque  de  ces  produits.  Une  revue  des mé-
thodes  de  séparation et de  dosage  des  antioxygènes  dans  les produits 
alimentaires a  été donnée  par Stuckey et Osborne  en 1965  (16). 
De  toute manière,  le B.H.A.  est assez volatil et  peut  gtre extrait des 
corps  gras  à  la vapeur  sous vide. 
Le  B.H.T.  ou butylhydroxytoluène est  souvent utilisé dans  l'industrie en 
combinaison avec  le B.H.A.,  ces  deux antioxygènes possédant  une  action 
synergique  réciproque.  Le  B.H.T.  est insoluble  dans  l'eau comme  le B.H.A., 
mais il est encore beaucoup plus volatil que  celui-ci et il peut être en-
traîné facilement  à  la vapeur,  dans  des  conditions tout  à fait ordinaires. 
La  détermination qualitative et quantitative du B.H.T.  est plus délicate 
que  celle du B.H.A.  et la sensibilité dès tests colorimétriques est éga-
lement  moins  bonne  pour le premier antioxygène  que  pour le second. 
En  réalité,  tous  les antioxygènes  synthétiques utilisés actuellement  sont 
assez  instables  à  la chaleur et résistent mal  à  la cuisson.  Le  B.H.A.  et 
le B.H.T.  sont normalement  éliminés des  corps gras dans  des  conditions 
normales  de  désodorisation. 
Le  B.H.A. 
1.  ~~~~~=~~~~~~~=~~~~~~~~~=~=~~~~~~~~=~~~~~~ 
Comme  il est décrit ci-dessus,  le B.H.A.  ne  pourra constituer un excellent tra-
ceur des  "butter oils" à  cause  de  sa dégradation oxydative et surtout  à  cause 
de  sa volatilité relative rendant  son élimination possible par des  procédés de 
désodorisation à  la vapeur sous vide.  Cependant,  de  tels procédés,  s'ils sont 
courants dans l'industrie des  corps gras,  sont moins  répandus  dans  l'industrie 
laitière. En conséquence,  au sein de  celle-ci, les possibilités d'extraire le 
B.H.A.  peuvent être restreintes et contr8lables. D'autre part,  le B.H.A.  peut 
être obtenu dans  le commerce  à  un prix moyen  de  15  u.c.jkg. Il a  été proposé 
jadis comme  traceur des  graisses de  substitution des beurres  à  la dose  de 
o,o2%,  en raison de  la sinplicité de  son dépistage  (25). 
Etant  donné  que  la dose  admissible  dans  les corps [Tas,  est actuellement  de 
0,  01%,  le prix de  revient  du  "marqua5e"  serait dérisoire. - 127-
Additionné  au  "butter oil" au taux de  O,Ol%,  le EHApourra.it 
ainsi, s'il est  facilement  décela~1e par des tests,  constituer un  traceur d'ap-
point  à  détection rapide,  à  côté  d'un tra,ceur non  éliminable dont  la détermi-
nation serait plus  lone~e. 
Des  tests qualitatifs ont  été effectués avec  le réactif de  Gibs  (2  - 6  dichloro-
benzoquinone  4 chlorimide)  selon la méthode  de  Mahon  et Chapman,  pour connaî-
tre la limite  de  sensibilité de  cette méthode  appliquée  aux "butter oils" ad-
ditionnés de  :aRA.  D'autres tests ont  été effectués après  chromatographie  de 
l'extrait alcoolique  de  BEA.  sur plaque  de  gel  de  silice~en utilisant le réactif 
d'Emmérie  Engel  ou  le réactif de Gibs  comme  révélateur et enfin, des  méthod~s de 
chromatographie  eazeuse  ont  été expérimentées. 
2.  Mise  en évidence  du  :aaA.  dans  les beurres •marquésl'  ================================================ 
Le  taux de  traceur à  ajouter au "butter oil"  à "marquer" a  été fixé  à  O,Olf~ 
qui est la limite admise  dans  les suifs et les saindoux. 
On  a  réalisé des  dilutions de  2,5  - 5 - 10  - 20  - 50}&  de  "butter oil" "mar-
quétdans  de  la graisse  de  beurre normale. 
1.  Colorimétrie directe 
a)  10  gr de  graisse  ont  été fondus  à60°C et dissous  dans  20  ml  d'éther 
de  pétrole.  On  extrait par deux fois 5 cc  de  méthanol  à  9~· On  pré-
lève 5  cc  de  la solution méthanolique,  ajoute  10  cc  de  solution à 
0,5.%  de  borax et 5  cc  de  solution à  O,Ol%  de  2  - 6  dichloroparabenzo-
quinone 4 chlorimide  à  0 701%  dans  l'alcool absolu.  On  observe  la colo-
ration par rapport  à  celle  obtenue  à  partir d'un témoin  • 
. Une  coloration bleue perceptible apparaît pour la dilution à  10%  de 
"butter oil""marqué*  dans  un beurre normal,  c'est-à-dire pour une  dose 
de  0,001%  de  ~.  Elle s'accentue pour les concentrations supérieures, 
mais  elle n'est pas  en pratique décelable  pour les concentrations  infé-
rieures. 
b)  La  solution méthanolique  contenant  le ~k  extrait de  20  gr de  graisse 
est concentrée  lentement  au bain-mari~ presque  à  se~ sans  courant 
d'air.  On  ajoute  ensuite  2  ml  de  méthanol,  8  ml  de  borax à  0,5%  et 
2  ml  de  réactif.  La  coloration bleue apparaît nettement  pour la dilu-
tion de  '5fo  de  "butter oil"  ''marqué"dans  un beurre normal  mais n'est pas 
nette pour la dilution à  2,5,%. - 128-
2.  0hromatographie  sur couche  mince  et colorimétrie 
Des  solutions méthanoliques extraites de  50  gr de  beurre  contenant  des 
dilutions croissantes de  B.H.A.,  correspondant  à  des  mélanges  de  beurres 
normaux  et  de beurres  "marqués"  ont  été examinées  par chromatographie sur 
œouche  mince  de  gel  de  silice,  avec  le solvant  de  développement:  hexane 
80- acide acétique  20  et le révélateur:  o,~c<o<'dipyridile + o,2%  de 
chlorure  ferrique  dans l'alcool absolu. 
Les  solutions méthanoliques  sont  évaporées  lentement  à  sec au bain-marie 
et  on  reprend par un  cc de  méthanol  à  95%.  On  dépose  sur la plaque une 
prise d'essai de  lOO  microlitres et on  procède  à  un développement  de  10  cm 
âans  l'obscurité avec  le solvant  indiqué.  La  plaque  est  séchée  rapidement 
à  l'air et soumise  à  la révélation.  Les  spots de  B.H.A.  qui  se colorent 
en  rouge  ont,  dans  ces  conditions,  un Rf d'environ 0,4,  mais la détection 
pax cette méthode  de  moins  de  5%  de  beurre  "marqué"  par 0,01%  de  B.H.A. 
dans  du beurre normal  reste problématique. 
Le  réactif de  Gibs  a  été 'gaiement utilisé comme  révélateur.  Ce  dernier 
donna  une  coloration bleue lorsque les teneurs en B.H.A.  sont assez consé-
quent~s mais  la coloration pâlit rapidement  pour les concentrations fai-
bles et cette réaction nous est apparue,  dans  ce  cas,  moins  efficace que 
la réaction d'Emmérie  Engel. 
Etant  donné  sa volatilité,  le B.H.A.,  de  même  d'ailleurs que  le B.H.T.  peu-
vent être déterminés par chromatographie  gazeuse ,et la littérature fait men-
tion de  plusieurs techniques.  On  a  d'abord procédé  à  une  analyse  en chroma-
tographie gazeuse  directement  sur le solvant d'extraction (17)  (18),  mais 
les résidus huileUY  contaminent  les colonnes.  Aussi Schwien et al (19)  pré-
conisent-ils une  purification de  l'extrait huileux contenant un mélange  d' 
antioxygènes  par passage sur colonne d'alumine et élution au méthanol,  avant 
chromatographie  gazeuse sur une  colonne apolaire telle qu'elle a  été propo-
sée  par Takahashi  (20).  Hartman  et Rose  (21)  injectent directement  une  solu-
tion huileuse dans  le sulfure de  carbone sur une  précolonne  dont  une  extré-
mité  est garnie par un  tampon  de  laine de  verre. Deux  colonnes,  une  colonne 
apolaire et une  colonne  polaire sont utilisées pour l'identification du 
B.H.A.  et du B.R.T.  et un standard interne est ajouté  en vue  d'une analyse 
quantitative. Cette technique est très rapide et extrêmement  sensible puis-
qu'elle permet  de  déceler et de  doser quelques  p.p.m.  de  B.H.A.  et de  B.H.T. 
dans la prise d'essai,  en utilisant l'undécanoate de  méthyle  comme  standard 
interne.  Cependant  la précolonne doit être remplacée  ou nettoyée tous les 
jours. - 129-
Fig.  1:  Chrom.  gazeuse d'un extrait méthanolique  de  beurre  "marqué" 
par 0,01%  de B.H.A.  en présence  de  0,01%  de  B.H.T. 
x 64 
0  5  10  15  min. - 130-
Si  on  désire  seulement mettre  en  évidence  et mn  doser le BJV  ...  dans  un  "but-
ter oil"  on  peut  procéder à  une  extraction d'un volmne  de  craisse par un 
volume  lle  méthanol  à  95~:~,  injecter 1'  extre,i  t  méthanolique tel quel sur une 
se11le  colonne  apolaire.  Le  ~~T. peut être utilisé  cor~üe  st&ndard interne. 
On  a  utilisé une  colonne  en acier inoxydable  de  2  m de  lnne;ueur et  3  mm  de 
diamètre  remplie  avec  une  phase  liquide constituée  de  4f~  SE  52  sur Aeropak 
100  - 120  m.esh.  La  colonne  a.  été  raccordée,  c8té  injecteur à  une  pré  colonne 
en acier inox  ( 20  cm  - 3  mm)  bourrée, c8té  four; d'un tampon  de  laine  de  verre • 
L'appareil était un  Aeroe;raph  modèle  1520,  le  détecteur un  F.I.D.,  le eaz 
porteur de  1'  azote  (t~O  ml/min);  les températures étaient  de  130°C  pour la 
colonne,  250°C  pour le détecteur et  250°C  pour l'injecteur;  le volume  in-
jecté était de  l'ordre de  6 microlitres. 
Dans  ces  conditions,  les temps  de  rétention du  ~aA. et  du~- sont  respecti-
vement  de  11  et 12,5 minutes  (Fie.  1). 
La  méthode  permet  de  retrouver des quantités  de  l'ordre de  1  à  5  p.p.m.  de 
~.dans les graisses,  mais  à  ce  niveau la reproductibilité est insuffisante 
pour une  exploitation quantitative des  résultats.  La  précolonne peut être 
gardée  pour une  centaine  d'injections;  ensuite elle est  remplacée  et la 
colonne est reconditionnée  une  nuit  à  une  température  d'environ 300°C. 
Il existe  des tests qualitatifs très nombreux  et éprouvés pour la mise  en évi-
dence  du  BEA.  dans  les graisses.  Des  méthodes  quantitatives sont  également  au 
point,  mais  elles sont  assez  lnngues et difficiles à  exécuter dans  le cas  où 
il serait nécessaire  d'obtenir une  bonne  précision pour des  échantillons  ~1  la 
teneur en~  serait de  l'ordre de  quelques p.p.m.  D'autre .part
1 des  teneups 
de  quelques  p.p.m.  en Bl\A..dans  les "butter oils" sont  susceptibles de  dispa-
raître rapidement  par oxydation" sous  1' influence  d'un traitement  industriel 
quelconque  de  la matière  crasse.  Des  teneurs plus élevées disparaîtront au 
cours  de  la désodorisation. 
Le  B.HA.. utilisé à  la dose  de  0,01%  dans  les "butter oils" posséderait  donc  des 
qualités analytiques suffisantes pour être un bon traceur,  bien qu'il soit 
malaisé  de  le mettre  en évidence et encore moins  de  le doser sur des quantités 
vingt  fois moindres  (5%  de  beurre  "marqué"  dans  un beurre normal).  Cependant, 
étant éliminable à  la désodorisation,  son utilisation en tant que  traceur uni-
que  au cours  d'une  opération de  "marquage"  sera à  rejeter. 
n.B.  Les  antioxycènes  sont  la plupart  du  temps utilisés dans  les corps  e;ras 
avec  des  "synercistes" qui  renforcent  leur action et  le.  rendent  efficace.  Ce - 131-
sont  &énéralement  des  acides  organiques et principalement l'acide citrique; 
ces  composés  sont facilement  éliminés des  corps  gras  au cours  du raffinage 
alcalin et ne  peuvent  donc  ~tre utilisés comme  traceurs de  beurre. 
Outre  les colorants,  les antioxygènes et  lru.rs synergistes,  1'  industrie des 
corps  gras alimentaires a  recours  pour ses besoins  à  une  série d'agents 
permettant  d'obtenir la présentation et les qualités souhaitées pour des 
corps  gras purs  ou émulsifiés ou des  préparations dérivées  de  ceux-ci. Tels 
sont,  en ordre principal,  les agents émulsificateurs. 
Les  principaux agents émulsificateurs admis  dans la composition des  corps 
gras alimentaires sont  les lécithines,  les mono  et diglycérides et les su-
croglycérides.  L'étude  de  ces  composés  a  été abordée  précédemment  aux cha-
pitres 2.2.III  (les glycérides partiels), 2.2.IV (les sucroglycérides) et 
2.2.V (les phosphatides). 
Les  législations européennes  souffrent  encore d'un manque  de  coordination et 
d'une  certaine  impré~ision au sujet des  émulsificateurs.  Notons  que  des 
émulsificateurs non encore  admis  pour l'alimentation humaine  contiennent 
des acides pratiquement  absents  dans  le beurre,  tels les acides acétique et 
sorbique.  Ces  acides  peuvent  ~tre facilement  mis  en évidence dans  les 
graisses,  le premier par hydrolyse,  distillation et titrage et le second, 
qui  possède  des  doubles  liaisons conjuguées,  par spectrométrie u.v.  Cepen-
dant,  l'acide acétique n'est pas  rigoureusement  absent  des beurres  (22) et 
les acides  conjugués y  sont présents à  des  taux variables et significatifs 
de  0,3  à  plus  de  ~  (23)  (24). - 132-
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2.~~.  Composés  de  1' insaponifiable  des  huiles raffinées 
Ces  composés  dont  le raffinace n'enlève  qu'w1e  partie souvent  minime  sont 
les stérols,  les alcools cras et  les hydrocarbures  du  type  squalène. 
Les  stérols véeétaux naturels offrent  de  nombreuses  possibilités de 
"marqueurs"  pour le beurre.  On  peut  imaciner que  tout  stérol végétal,  à 
condition d'être facilement  séparable  du  cholestérol par une  technique 
chromatographique quelconque,  peut  constituer un traceur valable  de  la 
e;raisse butyrique.  Nous  avons  vu  au chapitre 2.2.  que  seuls le bêta si-
tostérol et  le sticmastérol  sont  actuellement  disponibles  commercialement 
à  un prix qui n'exclut pas  des possibilités de  "marquace"  du  beurre. 
Le  brassicastérol et  le  campestérol pourraient  donc  également  être utili-
sés mais  les techniques  de  séparation par chromatographie eazeuse  et la 
composition  des  stérols mineurs  du beurre  rendent  leur mise  en évidence 
plus malaisée  que  celle  du  stiemastérol et  du si  tostérol.  Par contre  le  Â 
7 stigraasténol,  stérol caractéristique de  certaines huiles  de  composées.., 
serait un  excellent traceur s'il était commercialement  disponible. 
Les  alcools gras,  à  l'état libre ou  en  combinaison dans  les cires sont  des 
constituants très importants  cles  huiles marines  (alcools aliphatiques). 
Les  alcools terpéniques  sont  présents en quantités parfois importantes 
dans  les huiles vée;étales  (huiles de  riz,  de  maïs,  d'olive,  etc  •• ).  Le 
la.nostérol et le déhydrolanostérol  ont  été identifiés et dosés  dans  la 
matière  c;rasse  du  lait;  selon Schwartz et al,  leur teneur atteindrait 1/60 
du  taux de  cholestérol (1). 
Les  principaux alcools aliphatiques supérieurs  risquent  d'être enlevés 
à  la vapeur sous vide  poussé
1mais  non  les alcools  triterpéniques. 
Les  techniques  de  chromatocraphie  sur couche  mince  permettent  de  séparer 
les principaux alcools terpéniques entre  eux  (2),  mais  l'identification 
semble  plus facile par chromatoeraphie  eazeuse.  Les  principaux alcools 
terpéniques,  comme  la /.3 amyrine,  le butyrospermol,  le cycloarténol sont 
séparables  en chromatographie  gazeuse  sur colonne  de  silicone,  dans  les 
mêmes  conditions qui  ont  été décrites pour les stérols. 
Il n'est pas  exclu qu'on puisse  disposer comnercialement  un  jour de  cer-
tains alcools terpéniques,  en particulier les amyrines,  à  un prix accepta-
ble pour le  "marquage"  de  la e-raisse  de  beurre.  Cependant,actuellement  la 
production de  ces substances est  limitée  à  l'obtention de  produits témoins 
très  coûteux~our laboratoireo. - 134-
Dans  les huiles raffinées,  les pit)!lents  étant  en  cra.nde  partie éliminés 
au raffinace,  le principal hyclrocarbure  présent est  cénéralement  le squa-
lène.  La  teneur  cle  celui-ci est  surtout  importante  dans  les huiles  de  foie 
de  poissons et  écalement  clc:..ns  certaines huiles vée:;étales  commes  l'huile 
d'olive  (3).  La  c;raisse  de  beurre  contient  de  16  à  80  p.p.m.  d'hydrocar-
bures  éthyléniques,  pe,rmi  lesquels le  squalè:1e  (4).  Des  méthodes  d.e  déter-
nination conventionnelles  du  scr.:1alène  ont  été  coc1ifiées,  entre autres la 
méthode  A.O.A.C.  (5).  En  fait,  pe.r  cette méthode,  les hydrocarbures  éthy-
léniques  oôparés  de  1' insaponifi[>JJle  sur colonne  d.' él.lur,üne ,sont  dosés par 
iodométrie  et  le  résultn.t  est  expriné clobalement  en squalène. 
Le  squalène  peut  éce.lenent  être identifié et  dosé  après  chromatographie 
gazeuse  sur colonne  cle  silicone  dos  hydrocarbures  cle  l'insaponifiable  (6). 
Il est très sensible  à  l'oxydation;  aussi sa teneur diminue-t-elle au 
cours  de  stockace  des  huiles,  surtout  clans  des  conditions propices à  l'ox:::r-
dation.  Le  squalène  reste toujours présent  dans  les huiles raffinées, 
mais  son taux tend à  diminuer en fonction des  divers traitements  industrie~ 
subis par les corps  e;re,s.  L'hydroaénation conduit  à  la formation  de  squa-
lane.  En  raison principalement  de  sa décradation rapide  par ox:::rdation  et 
de  sa transformation en squalane ou en ses dérivés par hydrogénation, il ne 
semble  pas  qu'on puisse retenir m1  jour l'utilisation du  squalène  comme 
traceur des beurres. 
Le  squalane  ou  squalène  hydrocéné,  étant moins  facilemnt  déeradable,  of-
frirait sans  doute  des perspectives meilleures. 
Un  closace  rapide  du  squalane,  à  l'instar de  ce  qui  a  été fait pour le 
squalène  (7)  pourrait être effectué par chromatogTaphie  eazeuse.  Les 
esters méthyliques  du corps gras,  préparés par méthanolyse,sont  injectés 
directement  sur une  colonne  de  silicone à  une  température  d'environ 230°C. 
Les  esters méthyliques  sont  élués  les premiers et ne  cènent  que  très peu 
la détermination du  squalène et  du  squalane  élués par après.  Cette techni-
que  serait simple  et très rapide.  Le  beurre pourrait probablement  être 
marqué  par environ  1%  de  squalane.  Etant  donné  la présence  de  traces d'hy-
drocarbures  supérieurs  dans  la eraisse de  beurre et l'interférence possi-
ble  des  traces d'acides gras supérieurs, œtte méthode  doi-t  cependant fai-
re l'objet d'une  mise  au point attentive. 
L'utilisation éventuelle  du  squalane  comme  traceur des beurres ne  devrait 
pas poser de  problème  toxicoloc;ique puisqu'il est utilisé en  pharmacie  com-
me  lubrifient,  comme  inerédient  dans  les suppositoires et  comme  support  de - 135-
médicaments  liposolubles.  D'autre part,  les techniques  de  désodorisation ne 
l'enlèvent pas  entièrement  des huiles. 
En  conclusion,  le squalane pourrait être un  traceur valable sur les plans bio-
logique et analytique et son utilisation en vue  du  "marquage"  des beurres  pour-
rait être liée  à  des  questions économiques. 
Parmi  ces produits,  outre les antioxygènes naturels déjà mentionnés,  nous 
relevons principalement  certains composés  mineurs  de  l'huile de  sésame. 
L'huile de  sésame  contient  0,4  à  1,1%  de  sésamine,  0,3 à  0,~ de  sésa-
moline  et des traces de  sésamol. 
Le  sésamol  (C7ff6o
3
)  est le méthylènedioxy 3  - 4  phénol. 
Les  formules  de  la sésamoline,  de  la sésamine  et  de  plusieurs de  leurs iso-
mères  sont  actuellement bien connues  (8). 
La  sésamoline,  de  formule brute c20H18o
7
,est le 2  (3  - 4 méthylène dioxy-
phénoxy)  6  (3  - 4  méthylène  d.io:x;yphényl)  cis 3 - 1 dioxabicyclo 3-3 - 0 
octane  (Fig.  1). 
La sésamine
1
de  formule brute c20H18o61est le 2- 6  (3- 4 méthylènedioxy-
phényl)  3 - 1 dioxabicyclo 3 - 3 - 0  octane  (  Fig.  1). 
0 
R 
0-R 
R-OH 
0  0 
R 
Sésamine  Sésamoline  Sésamol 
R= 
Fig.  1:  Structures de  la sésamine,  de  la sésamoline  et  du  sésamol  (9). - 136-
On  sait que  le  sésamol  peut  être éliminé  des  corps gras par filtration sur 
terres décolorantes,  par le raffinage alcalin ou par des  méthodes  de  déso-
dorisation et qu'il ne  peut  donc  être considéré  comme  un bon traceur de  la 
graisse butyrique  (8)  (10)  (11)  (12). 
La sésamoline  libère le sésamol par hydrolyse acide.  Or,  au cours  de  l'hy-
drogénation et lors du  passage  de  l'huile sur certaines terres décolorantes 
acides  ou sous l'effet d'autres processus industriels, la sésamoline  libère 
le sésamol et sa teneur peut par  cnnsé~ent être considérablement  réduite 
dans  les corps gras raffinés  (8)  (11)  (13).  La  sésamoline,  quoique plus ef-
ficace  que  le sésamol ne  serait sans  doute  pas encore un traceur  idéal. 
La sésamine par contre résiste au raffinage et sa teneur ne  diminue  que  très 
lentement  au cours des traitements industriels de  l'huile de  sésame. 
En vue  du  "marquage"  des graisses,  la sésamine serait donc  un traceur très 
intéressant 1puisque non éliminable et mis  en évidence par des tests relati-
vement  simples  (réaction de  Fabris). 
Les  méthodes  chromatographiques  de  séparation et  de  détermination des  com-
posés  à  noyau méthylène  dioxyphényl  ont  par ailleurs fait l'objet d'une 
revue  récente  (14).  Après  séparation en chromatographie sur  couc~e mince  et 
révélation par divers révélateurs,  le seuil inférieur de  la quantité  de  sé-
samoline  et  de  sésamine nécessaire  à  l'identification serait de  l'ordre de 
0,1 à  0,2 microgramme. 
Le  problème majeur en ce  qui  concerne  le choix des  composés  mineurs  de 
l'huile de  sésame  comme  traceurs du beurre parait donc  d'ordre  économique. 
Mis  à  part le sésamol,  dont  le prix de  revient  du  composé  obtenu par syn-
thèse,  peut  encore être accepté  à  la limite, il est pratiquement  exclu qu' 
on  puisse faire économiquement  en vue  du  "marquage"  la synthèse  de  la sésa.-
'  mine  ou de  la sésamoline. Il faudrait  donc  les isoler de  l'huile de  sésam~ 
mais  les méthodes  industrielles actuelles ne  pourraient pourvoir à  l'obten-
tion d'un produit  commercial  en quantité suffisante. 
Le  sésamol étant plus facilement  et plus rapidement  mis  en évidence  dans 
les corps gras  que  la sésamine,  il serait peut être possible d'interesté-
rifier du  sésamol et  des  glycérides,  ou  de  fabriquer un ester stable en mi-
t 
lieu légèrement  acide,  de  manière  à  obtenir un  produit non  éliminable au 
cours  du  raffinage  ou  de  la désodorisation et identifiable par la réaction 
de  Villavecchia  après hydrolyse  en milieu fortement  acide. - 137-
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2.5.  Les  acides  cyclopropéniques 
Beaucoup  d'huiles végétales,  dont  l'huile de  coton et l'huile de  kapok,  con-
tiennent  parmi  les acides gras des  glycérides,  de  faibles quantités d'acides 
cyclopropéniques,  parmi  lesquels les plus généralement  répandus  sont  l'acide 
malvalique  (acide  en Cl8)  et l'acide sterculique  (acide en Cl9). 
L'huile de  coton brute peut contenir de  1  à  2%  d'acides cyclopropéniques  (1) 
(2)  (3),  mais  l'huile raffinée  en contient beaucoup moins  et  généralement, 
pas plus  de  0,$%. 
Malgré  ces faibles teneurs,  la sensibilité du test colorimétrique d'Halphen 
est  suffisante pour permettre le dépistage  de  faibles quantités d'huile de 
coton raffinée dans une  autre huile végétale.  La  limite de  sensibilité de  ce 
test peut être portée  en effet à  environ 0,01%  d'acides cyclopropéniques  dans 
un corps gras.  En pratiqueJon atteint facilement  0,020  à  0,02~. Le  test d'Hal-
phen est  décrit  dans  tous les manuels  d'analyse  des  corps  gras et fait l'objet 
de  méthodes  officielles (4)  (5). 
Le  dosage  des  acides  cyclopropéniques peut  être effectué par spectrophotomé-
trie de  la réaction colorée d'Halphen  (6)  ou  par évaluation des halogènes 
fixés par ceux-ci après  addition d'acide  chlorhydrique  ou  d'acide bromhydri-
que  (7)  (8).  Des  techniques  d'analyse par chromatographie  gazeuse  sont actuel-
lement  au point,  mais  au préalable 1les acides  doivent  être hydrogénés  ou trans-
formés  en dérivés  avec  divers réactifs  (9)  (10)  et ces méthodes  demandent  des 
soins excessifs. 
En fait,  la réaction d'Halphen est  à  la base d'une méthode  quantitative presque 
aussi sensible  que  les.autres méthodes  proposées et a  l'avantage de  donner un 
test qualitatif très sensible. 
On  peut  donc  envisager de  produire  industriellement  des extraits d'huile de 
coton ou  d'a~tres huiles végétales appropriées,  enrichis en acides cyclopro-
péniques,  de  manière  à  disposer pour le "butter oil" d'un traceur facilement 
et rapidement  mis  en évidence. 
Si la limite  obtenue  en pratique  courante par les méthodes  officielles pour 
la sensibilité de  ce  test est de  l'ordre de  0,020  à  0,02~ d'acides  cyclopro-
péniques,  il faudra tracer le "butter oil" par o,'}fo  d'acides cyclopropéniques 
purs pour permettre la mise  en évidence  de  5.%  de  beurre tracé  dans  un beurre 
normal. 
Cependant,  les acides  cyclopropéniques,  même  en faible  dose,  présentent  cer-
tains effets biologiques désagréables  en alimentation animale,  et notamment 
une  certaine modification de  la composition en acides  gras des  graisses de  ré-
serve et une  coloration accentuée  du blanc d'oeuf chez  les volailles  (11). - 139-
Ces  inconvénients disparaissent si ces  acides  sont  inactivés  (12).  En  consé-
quence,  les procédés industriels modernes  s'efforceront  de  les éliminer tou-
jours davantage. 
~ant très instables à  la chaleur et à  l'oxydation,  la plus grande partie des 
acides cyclopropéniques  des  corps gras est éliminée facilement  et cette éli-
mination est effectuée d'abord au raffinage mais  surtout au cours  de  la déso-
dorisation. 
Le  chauffage  à  haute température  (235°C)  de  l'huile de  coton réactionnelle 
en présence d'acides gras libres de  l'huile ou d'acide citrique ou phospho-
rique suffit à  rendre négatif le test d'Halphen  (13).  Les  techniques  ordinaires 
de  désodorisation  ne  sont  en général pas  suffisantes pour rendre négatif 
le test d'Ualphen,  mais  les techniques  de  désodorisation à  la vapeur sous 
vide  poussé  y  pourvoient,  en même  temps qu'elles éliminent  les acides  orga-
niques  libres présents (14). 
L'hydrogénation des  graisses élimine également  les acides  cyclopropéniques, 
mais  ceux-ci peuvent  être touchés et éliminés par une  hydrogénation sélecti-
ve  (15)  (16).  Outre  leur instabilité et leur inactivation assez facile,  les 
acides cyclopropéniques pourraient  éventuellement  présenter un autre  inconvé-
nient  comme  traceur.  En  effet 1le test d'Halphen peut être positif pour les 
graisses de  réserve  d'animaux recevant  du  tourteau de  coton dans  leur régime 
alimentaire. 
Conclusions 
La  rapidité et la simplicité d'exécution du test d'Halphen ne  compensent  pas 
les inconvénients que  présentent  les extraits d'huile de  coton enrichis en 
acides  cyclopropéniques  comme  traceurs du  "butter oil". 
Les  inconvénien~s principaux sont  incontestablement l'instabilité de  ces pro-
duits et leur inactivation par la chaleur,  mais il pourrait  également  y  avoir 
des  réticences biologiques,  car si les effets d'une alimentation contenant 
ces acides en faible quantité ne  paraissent pas être toxiques,  ils sont néan-
moins  désagréables  chez certains  anim~ux. D'autre part
1un test d'Halphen posi-
tif pourrait exeeptionnellement être dû  à  la composition particulière du ré-
gime  alimentaire.  Enfin,  la production économique  du point  de  vue  du  "mar-
quage"  des beurres
1 de  ces produits est loin d'être une  garantie. - 140 -· 
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2.6.  Les  acides  conjugués et les acides trans. 
Certains  corps gras naturels peuvent  contenir des  proportions élevées d'acides 
conjugués  ou d'acides trans  (l),déterminables par des méthodes  spectrométri-
ques.  Le  problème  relatif au "marquage"  de  la graisse butyrique par des grais-
ses riches  en acides  conjugués  a  été abordé  dans  le chapitre 2.1.3.d. 
Etant  donné  la présenc~
8  0~~
8à  b~rJl~a
8 cides diènes  conjugués et de  traces 
d'acides triènes conjugués  (2)  (3  ~vu les difficultés analytiques posées  en vue 
de  l'analyse par une  méthode  officielle en spectrométrie U.V.  (4),  vu l'instabi-
lité relative de  ces  composés  et leur oxydabilité,  les triglycérides d'acides 
conjugués pourraient difficilement être utilisés comme  traceurs du beurre. 
La  teneur en acides trans peut être estimée dans les margarines  ou  les shor-
tenings par spectrométrie I.R.  à  condition que  le total des  acides conjugués 
soit inférieur à  ~  des acides gras  (5). Si les acides trans sont  pratiquement 
absents des huiles alimentaires végétales courantes,  il n'en va pas  de  même 
des graisses d'origine animale,  principalement des graisses de  ruminants. 
Le  beurre contient selon les saisons environ de  2  à  9,%  d'acides trans  (6)  (7). 
Parmi  les huiles naturelles contenant une  forte proportion d'acides insaturés 
trans, il faut  ranger l'huile de  tung,  l'huile de  bois de  Chine  et l'huile 
d'oiticica, mais  l'acide éléostéarique,  un constituant essentiel auquel  ces 
huiles doivent  leurs propriétés siccatives est également  un  acide  conjugué  et 
l'utilisation de  ces huiles siccatives comme  traceurs est peu concevable. 
Hême  s'il était possible d'obtenir une  huile très riche  en acides trans non 
conjugués par isomérisation des  acides cis d'une huile alimentaire;  la teneur 
naturelle trop élevée et trop variable de  la graisse de  beurre  en acides trans 
interdirait une  utilisation efficace des  composés  riches en acides trans com-
me  traceurs de  la graisse butyrique. 
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3.1.  Substances naturelles et substances non naturelles 
Nous  entendons par traceurs non  lipidiques,  des  substances étrangères aux 
graisses alimentaires naturelles et préparées,  ce  qui exclut non  seulement 
les lipides et les composés  présents dans  les corps gras  aliment~ires na-
turels,  mais  aussi les additifs utilisés par l'industrie des  corps gras 
alimentaires.  Ces  traceurs non lipidiques pourront  @tre  des  composés  orga-
niques isolés de  produits naturels ou fabriqués par  synthès~ ou  des pro-
duits non naturels obtenus synthétiquement.  Dans  tous les cas cependant, 
le éhoix de  traceurs efficaces pour le "marquage"  de  la graisse butyrique 
parmi  ce  type  de  substances soulèvera une  série de  problèmes difficilement 
solubles. 
En  premier lieu vient le problème biologique.  L'effet biologique éventuel 
du traceur sera connu  ou  inconnu. 
S'il est  connu,  cette connaissance doit @tre  suffisante pour qu'on ne  1~ 
soupçonne  pas de  pouvoir @tre  désagréable. 
S'il est inconnu,  ce  qui sera le cas en particulier de  toutes les substan-
ces non  utilisées en alimentation humaine,  il est nécessaire de  le  teste~ 
ce  qui ne  se conçoit  guère si l'objectif est aussi limité que  l'obtention 
d'un traceur du "butter oil". 
On  ne  peut pas penser à  l'utilisation comme  traceur~ d'alcaloïdes ou  de 
saponines  dont  on  sait qu'ils ont  un effet biologique  -souvent  bien 
défini ,  à  des hydrocarbures ,àdes composés  oxygénés et,  de  manière  généra-
le1à des substances naturelles ou  synthétiques  dont  on  ignore tout  de 
l'effet biologique et à  propos  desquelles  on  pourraéœettreles soupçons 
les plus divers et les plus graves. 
Tout  aussi délicat est le problème  économique.  Il faut  pouvoir isoler le 
produit choisi et cela avec  un degré  de  pureté suffisant,  ou éventuelle-
ment  le synthétiser,  de  manière  à  pouvoir l'offrir sur le marché  à  un 
prix acceptable et en quantité suffisante pour le  "marquage".  D'autre 
part,  les périodes  de  "marquage"  des beurres excédentaires étant passagè-
res,  sporadiques et susceptibles de  ne  plus se  renouveler dans une  écono-
mie  laitière redevenue  saine,  les firmes  industrielles répugneront  à  s'en-
gager dans  la production d'une marchandise  qui n'a pas un avenir commer-
cial garanti. 
Enfin,  du  point  de  vue  analytique,  m@me  si le choix du traceur -est  effec-
tué  en fonction  de  l'obtention d'un test rapide et simple  pour sa détection - 143-
rares sont  les substances biologiquement non nocives,non lipidiques ou non 
solubles dans  les lipides qu'on ne  peut  éliminer des  corps gras  ou  du  moins 
dont  on  ne  peut  réduire sensiblement  le taux par des méthodes  industrielles. 
En  effet, si les extraits éthérés des  produits végétaux ou  aniruaux  peuvent 
contenir autre chose  que  les lipides classiques et toute la gamme  des hydro-
carbures,  alcools,  dérivés oxygénés,  vitamines et pigments qui y  sont  solu-
bles,  ces autres composés  peuvent  le plus souvent être facilement  séparés 
des graisses au raffinage,  soit par précipitation (gommes,  mucilages,  matiè-
res pectiques),  par extraction aux solutions aqueuses  (sels,  sucres),  acidi-
fiées  (composés  azotés basiques)  ou alcalinisées  (composés  phénoliques,  aci-
des  organiques),  par des  systèmes  de  désodorisation  (aldéhydes,  cétones,  aci-
des,  alcools aliphatiques et hydrocarbures entraînables à  la vapeur à  200°0 
sous vide poussé)  ou  par adsorption sur terres spéciales  (pigments). 
Beaucoup  de  produits, tels les alcaloïdes,  les saponines,  les glycolipides, 
les glucosides,  ont  des effets biologiques qui  interdisent toute possibilité 
d'utilisation en tant que  traceurs d'une matière grasse alimentaire. 
En  ce  qui  concerne  les colorants,  on  est tenu de  respecter les législations 
actuelles,  lesquelles,  d'une manière  générale  posent  comme  principe,  l'inter-
diction de  l'utilisation de  substances de  synthèse liposolubles non naturel-
les pour la coloration des  corps gras alimentaires. 
3.2.  Les  indicateurs titrimétriques 
L'utilisation de  certains indicateurs de  pH  a  déjà été pressentie pour "mar-
quer"  les beurres dans  certaines conditions  (1)  (2). 
Ces  indicateurs introduits en très faible quantité dans  un  beurre ordinaire 
(pH  acide) virent  lorsque l'on fait atteindre au pH  un seuil déterminé,par 
addition d'une solution aqueuse basique. 
La phénolphtaléine est certainement l'indicateur titrimétrique le plus uni-
versellement  employé.  Ce  produit est  connu et a  jadis été utilisé en pharma-
cie pour ses propriétés purgatives;  en conséquence,  le problème biologique 
de  son utilisation à  dose très faible  comme  traceur,  pourrait sans  doute 
trouver une  solution satisfaisante. 
La phénolphtaléine a  été proposée  jadis par Subramanian et col.  (1)  comme 
traceur des graisses hydrogénées,  afin de  permettre une  mise  en évidence fa- . 
cile de  celles-ci dans  les "ghees".  Elle est soluble dans  les corps gras et 
n'est pas enlevée par la filtration sur noir animal  ou  sur terres décolorantes. 
Une  dose  de  0,01%  de  traceur,  appliquée  en solution alcoolique  ou par disso-
lution directe dans  la matière grasse fondue  chaude,  aurait été suffisante ~ur 
un  "marquage"  efficace  ( 1). - 144-
La  présence  dans  un beurre tracé d'un faible taux de  phénolphtaléine ne 
s'aperçoit pas  à  la vue  puisqu'elle ne  produit  aucune  coloration aux pH  aci-
des  des beurres.  Cependant,  si on  fond la graisse  de  beurre  ou si on  la dis-
sout  dans un  solvant  organique,  et si ensuite,  on  alcalinise le tout avec 
une  solution basique,  la solution ou du moins  la phase  aqueuse  du  mélange 
prend la teinte rouge  caractéristique de  l'indicateur en milieu alcalin. 
Malheureusement,  pour extraire la phénolphtaléine d'un "butter oil" tracé 
par O,Ol%  de  ce produit,  il suffit,  et nous  l'avons expérimenté,  de  laver un 
volume  de  graisse tracée par un égal volume  de  solution de  soude  diluée  (o,nr) 
et  de  séparer les phases  aqueuses et grasses par centrifugation.  La  phase 
aqueuse  contenant  le radical chromogène  apparaît  colorée,  tandis que  la pha-
se  grasse  dont  l'indicateur est pratiquement  éliminé garde sa coloration na-
turelle.  La  matière  grasse est alors lavée  à  l'eau pour éliminer les savons. 
Elle est parfaitement récupérable pour l'industrie alimentaire.  Cette techni-
que  qui,  il y  a  vingt ans,  avait pu paraître aux yeux  de  chercheurs  indiens 
dispendieuse et pratiquement  inutilisable,  ne  présente actuellement  que  peu 
de  difficultés pour l'industrie laitière moderne. 
Puisque la phénolphtaléine forme  des  dérivés  ionisables et solubles dans  les 
solutions aqueuses alcalines,  on  pourrait penser à  pallier cet  inconvénient 
en liant l'indicateur dans  une  molécule  plus grande,  non extractible en mi-
lieu aqueux.  Le  radical chromogène  ne  devrait être libéré que  par l'action 
d'agents hydrolytiques très puissants  comme  les bases et les acides  concen-
trés,  susceptibles d'altérer en même  temps  la structure  de  la matière  grasse 
et  de  rendre  impossible  son utilisation commerciale. 
Malheureusement,  le seul produit  du  commerce  actuellement  à  notre disposi-
tion,  le dibutyrate  de  phénolphtaléine,  ne  répond pas à  ces critères.  En  ef-
fet,  si ce  produit est très soluble dans  les matières grasses,  il est égale-
ment  fort  peu stable et s'hydrolyse très rapidement  en milieu légèrement ba-
sique.  Son  extraction par des  solutions aqueuses alcalines est moins facile 
que  l'êxtraction de  la phénolphtaléine;  néanmoins,  elle est toujours rapi-
dement  acquise  après quelques  lavages.  Ce  produit serait d'ailleurs extrê-
mement  coûteux et son utilisation pour le  "marquage"  des beurres rendrait 
celui-ci d'autant moins  économique  que  la quantité  de  traceur.nécessaire à 
l'obtention du virage est  de  loin supérieure  à  celle de  la phénolphtaléine. 
Par ailleurs,  on  ne  connaît rien des  incidences biologiques éventuelles de 
l'absorption d'une telle substance  chez  l'homme. 
Non  seulement  les indicateurs acidobasiques  classiques  du  type  de  la phénol-
phtaléine,  du rouge  de  méthyle,  de  l'orangé  de  méthyle  ou  ae  l'alizarine, 
mais aussi les indicateurs pour titrage en milieu non  aqueux,  comme  la thy-- 145-
molphtaléine,  peuvent  être éliminés des  corps gras par extraction en milieu 
aqueux basique. 
3.3.  Les  dérivés des  acides aminés 
Gulati et Kartha  (3)  ont testé, il y  a  vingt ans,  la valeur du  tyrosinate 
d'éthyle  comme  traceur devant  permettre la mise  en évidence  de  graisses hy-
drogénées  dans  du beurre.  Une  dose  de  0,005,%  de  cette substànce,  addition-
née  dans  les graisses hydrogénées,  permettrait  de  retrouver ~  de  matière 
grasse tracée dans  un beurre normal. 
Si on  considère le point  de  vue  économique,  le tyrosinate d'éthyle est ac-
tuellement fort  cher et il n'est disponible  qu'en très faibles quantités, 
car l'industrie ne  le prépare que  pour les maigres besoins  des  laboratoires 
de  recherches.  Néanmoins,  sa  préparation à  partir de  tyrosine est technique-
ment  simple;  si la demande  venait  à  augmenter,  il est certain que  le prix 
diminuerait et que  le "marquage"  des beurres par une  dose  aussi  infime  que 
0,00~, voire O,Ol%  de  ce produit,  deviendrait  économiquement  intéressant. 
Si on  considère le point  de  vue  biologique,  l'addition aux doses  exposées 
ci-dessus de  tyrosinate d'éthyle  comme  traceur des beurres,  ne  devrait guère 
soulever de  difficultés,  puisque  l'hydrolyse  de  ce  composé  donne  des pro-
duits naturels parfaitement assimilables et que  la tyrosine est d'ailleurs 
un acide  aminé  indispensable. 
Enfin,  du  point  de  vue  analytique,  le tyrosinate d'éthyle est extractible 
des  corps gras  en milieu chlorhydrique.  Si on  se  place uniquement  sur le 
plan de  la détection du  traceur,  l'extraction du  tyrosinate d'éthyle de  la 
graisse  de  beurre par des  solutions chlorhydriques,  la libération de  la ty-
rosine par chauffage  à  reflux et la mise  en évidence  de  celle-ci par la 
réaction diazoïque d'Ehrlich,  sont  des  opérations sinnn rapides,  du  moins 
fort  simples.  Cependant,  si outre la facilité de  la détection,  on  considère 
également  l'efficacité du  "marquage",  le tyrosinate d'éthyle de  même  que  les 
autres esters éthyliques  des  acides  aminés  courants,  ne  pourront  certaine-
ment  pas être de  très bons traceurs des  "butter oils",  en raison des possi-
bilités qui existent  de  les éliminer industriellement  de  ceux-ci,  soit par 
extraction aux solutions chlorhydriques,  soit par entraînement  suivant  des 
procédés  de  désodorisation à  la vapeur sous vide poussé. 
3.4.  Les  substances fluorescentes 
Théoriquement,  ces  substances pourraient être utilisées comme  traceurs vi-
suels  à  détection très rapide. Il suffirait par exemple  d'observer la fluo-
rescence  de  la graisse tracée sous  une  lampe  émettant  dans  l'U.V.  Cependant, - 146-
certains composés  lipidiques peuvent  présenter une  fluorescence  appréciable 
dès  qu'on les soumet  à  des  rayons U.V.  D'autre part,  de  nombreuses  substan-
ces  solubles  dans  les corps  gras,  tels les caroténoïdes,  les chlorophylles, 
les antioxygènes présentent une  fluorescence  importante.  Pour cette raison, 
le  degré  de  fluorescence  des  substances susceptibles d'être étudiées doit 
être particulièrement élevé. 
Parmi  les composés  minéraux,  les dérivés métalliques présentent  des  incon-
vénients pour la stabilité de  la eraisse et  sont  éliminables au raffinage. 
Parmi  les composés  organiques,  la fluorescéine  et ses dérivés  (colorants  de 
synthèse)  sont  extractibles par l'eau ou par les bases,  tandis que  les déri-
vés  de  la quinine  ou  de  la quinoléine  (dont  l'éthoxyquine)  sont extractibles 
par des solutions acides. 
De  toute manière,  comme  pour les colorants,  ma~e si on  pouvait  remédier à 
tous les inconvénients analytiques et économiques  inévitables et produire 
une  substance  difficilement éliminable  des  corps gras par voie industrielle, 
le problème biologique et législatif demeurerait  primordial;  il faudrait  en-
core établir l'innocuité biologique du produit  choisi.  Or,  jusqu'à présent, 
l'addition d'éthoxyquine est permise  dans la plupart  des  pays,  uniquement 
comme  additif en alimentation animale  (taux max.  de  0,01~) et, parmi  les 
produits  ou familles  de  produits cités,  aucun n'est autorisé  comme  additif 
des  corps gras  destinés à  la consommation humaine. 
Les  perspectives offertes par  ~es substances fluorescentes pour le  choix 
d'un traceur de  la graisse butyrique destinée à  la consommation humaine  sont 
donc  très maigres. 
Comme  pour tous  les produits non naturels,  on  a  peine  à  imaginer que  l'in-
dustrie veuille isoler ou préparer des  substances  dont,  par ailleurs, il 
faudra tester les effets biologiques,  si les débouchés  commerciaux  sont  aus-
si restreints et aussi incertains que  ceux fournis pour le "marquage"  pério-
dique  des  excédents  de  graisse butyrique. 
1.  Subramanian v.,  Srinivasan M.  and Bhaler~ V.R.;  J.  Sei.  !nd. Research. 
11:  277  - 1952 
2.  Bhalerao  V.R.  and Kummerow  F.A.;  J.  Dairy Sei.  39:  956- 1956 
3.  Gulati K.C.  and Kartha A.R.S.;  J.  Sei.  !nd. Research.  11  B:  346- 1952. - 147-
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4.1.  Synthèse 
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Ces  substances  ont été passées en revue  dans la première partie de  cette 
étude. 
Les  amidons,  fécules,  sucres et protéines ne  sont  pas  à  vrai-dire des 
traceurs des matières grasses dans  lesquelles ils ne  sont  pas  solubles. 
Le  sésamol,  la vanilline et les acides libres organiques  sont extracti-
bles au raffinage alcalin ou  par des techniques  de  désodorisation. 
L'éthoxyquine,  autorisée  seulement  comme  additif des  corps gras destinés 
à  la consommation animale,est extractible par des  solutions acides,  bien 
que  l'extraction complète  sans altération inacceptable  du  corps gras 
soit difficile. 
Les  chlorophylles sont  peu stables,  se dégradent  rapidement,  se dosent 
difficilement et s'adsorbent  sur terres décolorantes. 
Les  substances aromatiques  sont  enlevées  à  la désodorisation. 
L'huile de  sésame,  dont  les qualités en tant que  traceur  sont assurées 
selon les tests officiels les plus  connus,  par la présence  de  sésamol 
et  de  sésamoline,  voit  les capacités réactionnelles de  ces tests dimi-
nuer avec  l'élaboration de  plus en plus poussée  du raffinage.  D'autre 
part,  le taux d'huile de  sésame  présente  dans  un  be,~rre en tant que  tra-
ceur ne  peut être contr8lé avec  suffisamment  de  précision.  L'huile de 
'  sésame  étant moins  coûteuse  que  la graisse butyrique,  l'addition comme 
traceur,d'huile de  sésame  aux beurres serait intéressante économiquement 
et conduirait  à  des  abus. 
En  réalité,  de  tous les traceurs utilisés jusqu'à fin 1971  pour le "mar-
quage"  de  la graisse butyrique,  seul le bêta sitostérol s'est révélé 
réellement  efficace.  Ce  traceur est produit  commercialement  à  un  degré 
de  pureté suffisant et à  un prix acceptable.  Son  analyse,  après isole-
ment  des  stérols sous forme  de  digitonides et transformation éventuelle 
en acétates ou autres dérivés,  ou  libératinn des stérols libres,  par 
chromatographie  gazeuse~est simple et l'interprétation de  cette analyse 
peut être suffisamment  claire et conduit  à  un contr6le fort efficace. 
Notons  que  les bêta et gamma  sitostérols ou 24  b  et a  éthylcholestérols 
ou  plus simplement,  selon la nomenclature  officielle qui  inclut les 
deux épimères,  le A5  stigmastène  3  ;Sol,  possèdent  des qualités iden-
tiques  comme  traceurs puisque  l'analyse par chromatographie  gazeuse sur 
colonne  ordinaire ne  les sépare pas et qu'ils sont  dosés  globalement. - 148-
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L'étude relative à  ces  substances est décrite dans  le chapitre 2. 
Nous  avons fait une  distinction entre les corps gras naturels utilisa-
bles  comme  tels et certains éléments constitutifs de  ceux~ci. 
a)  Les  corps gras naturels 
En  ce  qui  concerne  les corps gras naturels,  l'huile de  colza et l'huile 
de  ricin s'imposent  comme  traceurs· possibles en raison de  leur composi-
tion particulière en acides gras  ou  en triglycérides. 
L'huile de  thé,  par la composition de  son insaponifiabl7 présente aussi 
des  qualités  de  "marquage"  intéressantes. 
La  présence d'huile  de  colza dans  une  graisse de  beurre est facilement 
mise  en évidence  par chromatographie  gazeuse  des esters méthyliques  des 
acides gras sur une  phase apolaire,  par la mesure  du rapport C22:1/C22. 
Le  contrôle donnerait  lieu à  très peu de  contestations possibles et cel-
les-ci pourraient être écartées par l'analyse des  stérols. 
La  présence  d'huile de  ricin dans  une  graisse butyrique est encore  plus 
simplement  mise  en évidence  que  celle d'huile de  colza par chromatogra-
phie sur couche mince  des  glycérides.  L'interprétation des  résultats 
serait très aisée et ne  pourrait pas être contestée. 
L'huile de  thé serait mise  en évidence par la réaction de  Fitelso~ con-
cernant  le butyrospermol;  cependant,  cette réaction n'est pas spécifi-
que  d'une huile végétale et une  étude préalable  de  son utilisation éven-
tuelle comme  test pour le  "marquage"  des beurres n'a pas été entreprise. 
Les  au~s huiles  naturelles,  même  l'huile de  coton et l'huile de  sésam~ 
les huiles riches en acides  insaturés à  configuration trans  ou  en acides 
conjugués et les huiles marines présentent trop d'inconvénients pour 
pouvoir être utilisées avec  efficacité comme  traceurs. 
L'inconvénient majeur,  en tant  que  traceurs des beurres,  de  toutes les 
huiles alimentaires naturelles,  même  si certaines  co~~e l'huile de  col-
za et l'huile de  ricin y  échappent  dans  une  certaine mesure,  réside 
dans la difficulté d'obtenir une  détermination suffisamment  précise  de 
leur teneur dans  une  graisse de  beurre.  Etant  généralement  beaucoup 
moins  coûteuses  que  cette dernière,  leur utilisation peut  conduire  à 
des  abus. 
b)  Les  él~ments constitutifs des  corps gras et  les additifs industriels 
Les triglycérides d'acides gras  impairs  inférieurs et les phytostérols 
(sitostérols et stigmastérol  )  sont,  parmi  les éléments constitutifs des - 149-
corps gras disponibles actuellement  sur le plan commercial,  les meil-
leurs traceurs  de  la graisse de  beurre. 
Les  extraits huileux enrichis en tocophérols pourraient être utilisés 
comme  traceurs grossiers,  dépistables  rapidement. 
Comme  traceur à  détection rapide,  on  pourrait  également utiliser,  dans 
des  conditions restreintes1il est vrai,  l'huile de  ricin hydrogénéé, 
des monoglycérides  industriels riches en monoglycérides totaux ou  même 
du  butylhydroxyanisol  (B.H.A.). 
D'autes substances  comme  des  alcools terpéniques  (butyrospermol,  cyclo-
arténol,  amyrines),  des hydrocarbures  (squalane),  des  produits mineurs 
de  divers huiles végétales  (sésamine)  ont  des propriétés analytiques 
satisfaisantes comme  traceurs,  mais  ne  sont  pas actuellement  disponi-
bles sur le plan commercial  à  un prix satisfaisant. 
Les  autres produits lipidiques naturels  ou artificiels, tels les acides 
gras libres,  les diglycérides,  les sucroglycérides,  les phosphatides, 
les alcools gras aliphatiques,  les alcools mono  ou diterpéniques,  les 
matières colorantes  ou  émulsifiantes  (additifs autorisés),  les hydro-
carbures naturels  (caroténoïdes,  squalène),  les antioxydants naturels 
ou  synthétiques autres que  les tocophérols et  le ~'  les produits mi-
neurs  de  l'huile de  sésame  autres  que  la sésamine,  les extraits huileux 
enrichis en acides  cyclopropéniques,  en acides trans  ou  en acides  con-
jugués présenteraient  des  inconvénients majeurs si on  voulait  les uti-
liser comme  traceurs de  la graisse butyrique. 
Parmi  les triglycérides d'acides  impairs inférieurs,  nous  accorderons 
un intérêt particulier aux triglycérides de  l'acide énanthique  (n hepta-
noïque)  actuellement  commercialement  disponibles  à  des prix compétitifs 
pour le  "marquage".  Ces  triglycérides sont  préparés par intertestérifi-
cation de  glycérol pur et d'acide  énanthique  à  98%  de  pureté;  ce  dernier 
peut  être obtenu à  partir du 
1'cracking,
1de  1 'huile de  ricin. 
La  mise  en évidence d'un taux anormal  d'acide  énanthique  dans  les aci-
des  gras du beurre est très simple et est effectuée par une  méthode  de 
chromatographie  gazeuse universellement  employée.  Les  méthodes  de  con-
tr8le seraient ainsi plus généralement  diffusées  dans  tous  les pays  si 
on  "marquait"  les beurres par des triglycérides d'acides  impairs plut8t 
que  par des  stérols. 
Le stigmastérol,  sur le plan de 1 'efficacité du "marquage"est un traceur pra-
tiquement aussi remarquable que les si  tostérols.  Analytiquement, sa déter-
mination peut  cependant être un  peu plus malaisée  et  économiquement  sur-
tout,  le prix du  "marquage"  serait plus élevé. Néanmoins,  ce  produit mé-
rite certainement  d)être  re'tenu comme  première  option pour le choix - 150-
d'un traceur du beurre après celui des  sitostérols et éventuellement 
après celui des triglycérides de  l'acide énanthique. 
Les tocophérols seraient  des traceurs à  dépistage rapide,  très sensibles, 
mais  oxydables et difficilement  dosables  avec  une  précision suffisante 
en contr8le courant.  ~ant donné  leur présence  en quantités minimes  dans 
le beurre,  leur dégradabilité et le manque  de  spécificité des tests ra-
pides utilisés,  l'interprétation des résultats pourra  prêter à  con-
testation si la quantité  inclue  dans  les  beurrestmarqués~n'est pas très 
grande.  Or,  dans  ce  cas,  le prix des  concentrés  de  tocophérols  commer-
ciaux étant élevé,  le  "marquage"  risque d'être économiquement  inaccepta-
ble. 
Parmi  les raisons qui nous  ont  incités à  écarter les principaux lipides 
naturels  comme  traceurs possibles pour la graisse de  beurre,  citons: 
a)  leur présence naturelle à  des taux significatifs dans la graisse de 
lait et leur instabilité thermique relative  (glycérides partiels, 
acides  conjugués,  acides trans), 
b)  leur é.limination conséquente au raffinage  (phosphatides,  acides gras 
libres,  acides  cyclopropéniques,  eésamol), 
c)  leur instabilité thermique et leur hydrolyse possible  conduisant  à 
leur élimination (sucroglycérides,  acides  cyclopropéniques), 
d)  leur dégradabilité  thermique et oxydative et leur altération éven-
tuelle à  l'hydrogénation  (acides cyclopropéniques,  pigments,  chloro-
phylles,  antioxy@ènes  naturels et synthétiques,  squalène), 
e)  leur élimination par des techniques  de  désodorisation  (acides gras 
libres,  sésamol,  alcools aliphatiques,  mono  et di  terpéniques,  ::E}I\T., 
~~' produits aromatiques), 
f)  leur adsorption sur terres décolorantes  (chlorophylles,  caroténoïdes, 
pigments  divers), 
g)  leurs effets biologiques  (gossypol), 
h)  des  difficultés analytiques diverses  (stérides,  cérides,  lipides com-
plexes). 
Notons  encore  que  le  squalène,  dégradable  par oxydation et hydrogénable 
pourrait faire  avantageusement  place  comme  traceur au squalane. 
Les  alcools triterpéniques ne  sont  pas  encore  produits  commercialement 
en quantités industrielles.  Si,  dans  certains cas,  la mise  en évidence 
de  ceux-ci peut être rapidement  réalisée par des tests,  en général1les 
analyses  seront  loncues et  onéreuses.  A ce  point  de  vue,  l'utilisation 
des  alcools triterpéniques  comme  traceurs risque d'être moins  heureuse 
que  celle des  phytostérols. - 151-
Enfin,  les tests relatifs à  la détermination de  la sésamine,  composé  mi-
neur de  l'huile de  sésame,  non  éliminé  au raffinage  ou  à  la désodorisa-
tien,  sont  plus onéreux que  ceux relatifs à  la mise  en  évidence  du  sésa-
mol  ou  de  la sésamoline. 
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Deux  principes essentiels conditionnent  l'utilisation éventuelle  de  sub-
stances non  lipidiques  comme  traceurs de  la graisse butyrique;  ce  sont 
la connaissance  effective  de  leur effet biologique  chez  l'homme,  à  des 
doses  normalement  prévisibles après  "marquage"  et la solubilité dans  les 
corps gras. 
En  effet,  que  ces  substances non  lipidiques soient naturelles ou non  natu-
relles, si leur effet biologique  chez  l'homme  est  désagréable,  inconnu  ou 
même  simplement  incertain,  la loi ne  pourra qu'interdire leur utilisation 
comme  additifs des  corps gras destinés  à  la consommatinn  humaine.  Si  ces 
substances ne  sont  pas  ou  sont très  peu solubles  dans  les graisses,  de 
manière  générale,  les méthodes  industrielles les enlèveront  d'autant plus 
aisément  que  la solubilité est faible. 
Ainsi,  ni  les indicateurs titrimétriques courants,  ni les indicateurs 
d'oxydo-réduction,  ni les substances fluorescentes  organiques  ou minérales 
commerciales  les plus  connues  ne  seront  des traceurs acceptables;  ces  sub-
stances sont  en effet extractibles des  corps  gras par des méthodes  indus-
trielles et, par ailleurs,  elles sont  légalement  interdites  comme  additifs 
des  corps  gras  destinés à  la consommation  humaine. 
4.2.  Perspectives générales  en matière  de  choix de  traceurs de  la matière gras-
se butyrique 
Parmi  ces  substances,  le bêta sitostérol ou  plus précisément  les bêta et 
gamma  sitostérols se  sont  révélés les traceurs de  la matière grasse buty-
rique  les plus efficaces.  Leur utilisation doit  donc  être maintenue.  Le 
choix du  taux de  600  grammes/tonne  proposé  par le règlement  C.E.E.  n° 1259/ 
72  du  16  juin 1972  est tout  à  fait rationnel et le taux est suffisant. 
Il serait cependant  judicieux de  défini~ ce  type  de  traceur comme  étant 
les 24  b  et  a  éthylcholestérols  (bêta et gamma  sitostérols) ou mieux en-
core,  comme  le 65 stigmastène 3 /.)ol  de  formule  brute  c 2
~50
o,et de 
prescrire une  pureté  commerciale  minimale  de  90%  en ce  produit. 
Les  triglycérides de  l'acide énanthique  sont  un traceur nouveau,  pro-
posé  par le règlement  C.E.E.  n° 1519/72  du  14  juillet 1972.  Ce  traceur a 
fait l'objet d'essais préliminaires entièrement  satisfaisant~  décrits dans - 152-
ce  rapport,  mais  on n'en a  pas  encore  éprouvé  l'efficacité en contrôle  cou-
rant.  Les triglycérides de  l'acide énanthique seraient un  excellent tra-
ceur suivant  les résultats de  cette étude préliminaire. Ils sont  disponi-
bles  commercialement  à  un prix avantageux pour le "marquage"  par rapport 
à  la plupart  des  autres traceurs.  Comparée  à  celle obtenue  avec les site-
stérols, l'efficacité du  "marquage"  serait au moins  aussi grande,  mais  les 
triglycérides de  l'acide énanthique auraient  l'avantage d'être décelés par 
une  méthode  d'analyse plus universellement  diffusée  dans  les laboratoires 
de  contrôle  des  denrées  alimentaires.  Le  choix du taux de  1%  de  triglycé-
rides d'acide énanthique  est parfaitement  judicieux,  mais  le degré  de  pu-
reté aurait avantage  à  être plus clairement  exprimé  dans  le règlement  com-
munautaire  en  9~ d'acide énanthique  relativement  aux acides  gras totaux. 
En  ce  qui  concerne  les graisses destinées  à  la consommation animale,  le 
choix de  150  gr d'éthox_ycruine  par tonne,  comme  moyen  de  "marquage",  bien 
que  non  entièrement  satisfaisant,  peut être maintenu en raison de  motifs 
économiques  (dénaturation à  bas prix) et analytiques  (contrôle visuel ra-
pide  sous  rayons u.v.). 
Notons  que  les autres traceurs utilisés sporadiquement  pour  "marquer" la 
graisse butyrique  (sésamol,  vanilline,  acides inférieurs,  dérivés  du  caro-
tène,  composés  non gras)  sont  des traceurs peu efficaces en raison de  leur 
élimination industrielle possible.  Ce  serait donc  une  lourde  erreur de  les 
utiliser,  chacun séparément  ou par groupes,  comme  unique traceur dans  les 
beurres.  Cependant,  ils présentent un intérêt moyen  en tant  que  substances 
décelables par des tests simples et  rapides. 
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En  dehors  des triglycérides de  l'acide énanthique,  commercialement  dis-
ponibles et  dont  l'utilisation comme  traceur est  à  peine  commencée  en pra-
tique,  mentionnons l'intérêt offert par certains autres triglycérides 
d'acides inférieurs impairs et surtout  celui présenté par le stigmastérol. 
Parmi  les huiles naturelles,  signalons aussi  les possibilités offertes par 
l'utilisation d'huile de  colza et  davantage  par celle d'huile  de  ricin. 
L'obtention de  triglycérides des  acides valérigue et pélargonique,  acides 
parmi  les plus intéressants  comme  élément  "marqueur"  des beurres,  serait 
peut-être acquise fort  rapidement,  comme  l'avait été celle de  la triénan-
thine.  Cependant,  ceci n'est nullement  certain,  non  à  cause  de  la complexi-
té des méthodes  industrielles qui  demeurent  les mêmes,  mais  pour des  rai-
sons  commerciales. 
Le  stigmastérol, par contre,  est actuellement  disponible  dans  le commerce - 153-
à  un haut  degré  de  puret-é.  Les  méthodes  de  détermination sont au point; 
ce  sont d'ailleurs les mêmes  qui  sont utilisées pour les sitostérols,  ce 
qui confère à  l'utilisation de  ce  produit  comme  traceur éventuel des beur-
res un avantage  incontestable vis-à-vis d'autres substances que  des  stérols. 
Le  prix de  revient  du  stigmastérol est relativement beaucoup  plus élevé 
et son dosage  précis est plus difficile que  celui des sitostérols.  Aussi 
son utilisation éventuelle  comme  traceur ne  s'impose-t-elle,  à  notre avis, 
qu'en deuxième  option parmi  les stérols,  après celle des sitostérols. 
Dans  ce  cas,  un  taux minimum  de  150  à  200  grammes  de  stigmastérol pur par 
tonne  de  beurre serait indispensable et un taux de  250  grammes  de  stigma-
stérol commercial  à  plus de  9q%  de  pureté serait hautement  souhaitable 
pour obtenir un  "marquage"  efficace. 
L'huile de  colza permet  un  "marquage"  efficace de  la graisse butyrique 
si elle est additionnée à  un taux de  2,~ dans  celle-ci. Néanmoins,  la 
composition de  l'huile utilisée doit  êtr~dans certaines limites,  imposée 
(40  à  50%  d'acide érucique),  ce  qui  constitue un handicap incontestable. 
Un  deuxième  handicap,  surmontable il est vrai,  mais  qui,  sans recours  à 
des techniques analytiques fines,  pourrait quand même  donner lieu parfois 
à  une  contestatinn de  l'interprétation des résultats,  trouve  son origine 
dans  l'influence de  certains régimes alimentaires spéciaux sur la composi-
tion de  la graisse de  lait en acide 022:1,  cet acide constituant l'élément 
traceur de  l'huile de  colza.  Enfin, il y  a  le handicap permanent  des hui-
les alimentaires ordinaires,  constamment  beaucoup moins  coûteuses que  la 
graisse butyrique  elle-même,  ce  qui peut  inciter à  l'addition excessive 
de  traceurs;  comme,  dans  une  certaine mesure  on  peut  contr8ler mieux que 
pour les autres huiles végétales courantes,  le taux d'huile d'huile de 
colza présent dans la graisse butyrique,  ce handicap n'est pas non plus 
insurmontable. 
L'huile de  ricin naturelle serait sans  doute un traceur plus remarqua-
ble que  l'huile de  colza.  En effet,  l'addition de  1%  d'huile de  ricin à 
la graisse butyrique serait suffi  sax"! te pour la "marquer" et des tests 
analytiques simples sont mis  au point pour permettre un contr8le rapide. 
Le  problème  de  l'admission de  1%  d'huile de  ricin naturelle  comme  traceur 
est surtout psychologique car,  à  la dose  où  elle serait absorbée par l'hom-
me,  elle ne  produirait pas d'effet cathartique. 
Dans  certains cas,  on  pourrait également utiliser l'huile de  ricin hydro-
généé,  exempte  de  tout effet cathartique,  mais  dont  le point  de  fusion éle-
vé  rend la dispersion homogène  difficile dans une  graisse butyrique. - 154-
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Ces  substances  seront naturelles ou non naturelles,  mais  en tout cas, il 
est toujours nécessaire  de  connaître leur action biologique. 
En  ce  qui  concerne  les substances naturelles,  nous  porterons essentielle-
ment  notre  choix sur celles qui  sont présentes et consommées  dans  cer-
tains corps gras alimentaires,  pour lesquelles on  ne  connaît  donc  pas 
d'effets biologiques néfastes.  Nous  mentionnerons particulièrement le 
Â  7 stigmasténol parmi  les stérols,  le butyrospermol,  les amyrines,  le 
cycloarténol parmi  les alcools terpéniques,  le squalane parmi  les hydro-
carbures et  les différents tocophérols parmi  les composés  à  action vita-
minique.  Signalons aussi la sésamine,  un produit mineur de  l'insaponifia-
ble  de  l'huile de  sésame  et  dans  une  mesure  moindre  la sésamoline  libérant 
à  l'hydrolyse  du  sésamol. 
En  ce  qui  concerne  les substances nnn naturelles,  obtenues par synthèse, 
nous  retiendrons uniquement  celles qui,  en principe,  se  comportent biolo-
tri 
giquement  comme  des  produits naturels  connus.  Citons tous  le~glycérides 
d'acides gras présents en quantité  inférieure  à  0,1%  dans  la graisse bu-
tyrique,  que  ces acides gras soient  des  acides  impairs  à  chaine droite 
(C5,  C9)  ou ramifiée  (C5  iso) et mêmes  des  acides alcools  (acide ricino-
léique).  Le  sésamol pourrait être lié dans  une  fonction  organique  aussi 
stable à  l'hydrolyse  que  les liaisons glycéridiques,  afin d'empêcher son 
élimination au raffinage,  mais  la fabrication d'un tel produit et son 
utilisation dans  les matières grasses alimentaires  risque  de  poser des 
problèmes  industriels~  commerciaux et biologiques difficiles. 
Signalons enfin que,  abstraction faite du problème biologique,  les métho-
des  industrielles modernes  de  raffinage et  de  purification des  corps gras, 
rendent  peu probable  à  brève  échéance,  l'obtention d'un traceur efficace 
nouveau,  non  éliminable économiquement  de  la graisse butyrique,  parmi  les 
colorants,  les substances fluorescentes,  les indicateurs titrimétriques 
ou  d'oxydo-réduction,  les antioxygènes  de  synthèse et même  les émulsifi-
cateurs  et  les dérivés des acides  aminés. 
4.3.  Conclusions  générales 
Actuellement,  deux traceurs remarquablement  efficaces peuvent  être utilisés 
pour "marquer"  la matière  grasse butyrique;  ces traceurs  dont  les avantages 
respectifs s'équilibrent  sensiblement  sont,  d'une part,  les sitostérols,  ou 
plus précisément,  le  4  5  stigmastène  3  ;3 ol de  fonnule brute c
2g:r
50o et 
d'autre part les triglycérides de  l'acide énanthique. - 155-
Si la nécessité  de  disposer d'un troisième traceur s'imposait,  on pourrait 
prévoir l'utilisation à  très court terme  du  stigrnastérol.  Celui-ci aurait 
l'avantage d'être analytiquement  déterminable par les mêmes  méthodes  que  les 
sitostérols et l'inconvénient d'être plus coateux. 
A très brève  échéance,  l'huile de  colza et surtout l'huile de  ricin pour-
raient être également  retenues,  mais  ces huiles alimentaires moins  chères 
que  la graisse  butyriqu~ peuvent favoriser dans  une  certaine mesure,  un 
"marquage"  frauduleux par excès  de  traceurs. 
A moins  brève  échéance,  il faut citer les possibilités offertes par les tri-
glycérides des acides valérique et pélargonique,  à  la condition préalable 
que  l'industrie les produise économiquement,  en quantités suffisantes,  et 
avec une  pureté garantissant  leur innocuité biologique. 
A plus  longue  échéance,  on  pourrait s'orienter si nécessaire,  vers le choix 
d'alcools tri  terpéniques,  de  sésamine,de squalane ou peut-être de,.tyro~l~~~le. 
Il n'existe aucun traceur à  détection très rapide,  du  type "traceur visuel" 
qui ''marque'' avec  efficacité la graisse butyrique,  entendons  surtout par  là~ 
aucun traceur visuel qui ne  puisse être éliminé au moins  dans  sa plus grande 
partie par des procédés industriels économiques. 
Parmi  les traceurs non  visuels,  à  mise  en évidence  rapide par tests,  qui 
sont actuellement disponibles,  signalons en premier lieu,  l'huile de  ricin. 
Plus discutables,  pour des motifs d'interprétation analytique ou  à  cau-
se  des possibilités industrielles d'extraction des  corps gras,  viennent  en-
suite les tocophérols  ou  les extraits huileux enrichis en tocophérols et le 
butylhydrox.yanisol  (BHA)  en ce  qui  concerne  les graisses "marquées"  destinées 
à  la consommation  humaine,  et l'éthoèyguine en ce  qui  concerne  les graisses 
"marquées"  destinées à  la consommation  animale.  L'intérêt principal de  ces 
substances réside  dans  le fait qu'on pourrait les utiliser comme  traceurs 
d'appoint,  rapidement  décelables,  à  c8té d'un traceur analytique. 
Dans  un  avenir plus lointain,  le butyrospermol,  s'il devient  commercialement 
et économiquement  disponible,  pourra être un  excellent traceur à  mise  en évi-
dence  rapide. 
Il est évident que  tout  choix d'un traceur nouveau nécessitera des  essais 
préliminaires nombreux  et une  étude préalable des modalités du  "marquage". - 156 -
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(1)  Etude adressée uniquement sur demande. 
Dote  Langues 
mai  1971 
mai  1971 
juin 1971 
août 1971 
octobre 1971 
décembre  1971 
décembre  1971 
janvier 1972 
jan vier 1972 
février 1972 
février 1972 
février 1972 
avril  1972 
mai  1972 
juin 1972 
Septembre  1972 
F( 1) 
D en  prép.( 1) 
F 
D en  prép. 
F 
D 
1 
F 
D 
F 
1 en  prép. 
F 
1 
F 
1 
F 
D en  prép. 
F 
D en  prép. 
F 
D 
N 
F en  prép. 
D 
F 
D en  prép. 
F 
F en  prép. 
D N° 90  La  spéculation ovine 
N° 91  Méthodes  pour  la  détermination du  taux d'humidité du  tabac 
N° 92  Re~herches sur les révélateurs pouvant être additionnés  au  lait  écrémé  en 
poudre 
N° 93  Nouvelles  formes  de  collaboration  dans  le  domaine  de  la  production agri-
cole 
- 1 :  Italie 
N°94  Nouvelles formes  de collaboration dans  le domaine  de  la  production  agri-
cole 
-Il : Benelux 
N°  95  Nouvelles  formes  de  collaboration  dans  le  domaine de  la  production agri-
cole 
-Ill:  R.F.  d'Allemagne 
N° 96  Recherche  sur  les  additifs pouvant être uti 1  i sés comme révélateurs pour la 
matière grasse butyrique- Partie Il 
( 1)  Etude ad res sée uniquement sur demande. 
Date 
Septembre 1972 
Octobre 1972 
Octobre 1972 
Novembre 1972 
Décembre 1972 
Oécembr·e 1972 
Janvier 1973 
Langues 
F 
Den prép. 
F 
Den prép. 
F(1) 
D en  prép. (1) 
F en  prép. 
Den prép. 
1 
F en  prép. 
Den prép. 
N 
F en  prép. 
D 
F (1) 
D en  prép. (1) VI/2170/72-F 